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1. INTRODUCAO

Em vérias situagdes obstétricas, como nos casos de amniorexis prematura,
doenca hipertensiva especifica da gravidez (DHEG), placenta prévia,
gemelaridade, Isoimunizagdo Rh, Diabetes mellitus gestacional, retardo do
crescimento intra-uterino (RCIU), entre outras, o nascimento de um feto
prematuro é inevitavel, e em alguns casos desejavel 12 Contudo, a decisdo pela
interrupgdo eletiva da gestagdo, deve considerar os beneficios maternos
proporcionados pela mesma e os riscos neonatais da prematuridade para o feto,
fazendo-se um balango custo-beneficio desta atitude °.

E bem estabelecido que a causa mais comum da morbi-mortalidade neonatal
¢ a prematuridade, e a principal conseqiiéncia da 1matur1dade fetal ¢ a Sindrome
do Desconforto Respiratério do Recém Nascido (RDS)’“’ , que ocorre em
conseqiiéncia & deficiéncia de surfactante pulmonar *°. Assim, um importante
pré-requisito para o manuseio de gestagdes com alto risco de nascimento
prematuro ¢ a determinagdo da maturidade pulmonar fetal >’.

Muitos métodos bioquimicos tém sido usados para determinar a maturidade
pulmonar fetal, entre eles a determinacdo da relagio entre Lecitina e
Esfingomielina (relagdo L/E), desenvolvida iniciaimente por Gluck, que € o
método mais aceito *”® e a determinagdo do Fosfatidilglicerol (PG) **, que séo
métodos seguros, de alta sensibilidade e especificidade, porém de custo elevado,
demorados e de técnica complexa **’°. Outro método bastante utilizado ¢ o
“Shake Test”, desenvolvido por Clements, de baixo custo, de rapida e simples
execugdo *’; porém sua principal desvantagem & ter seu valor preditivo
questionavel quando o resultado ¢ intermediario ou negativo *°. Essas mesmas

caracteristicas sdo compartilhadas pelo TAP Test, descrito por Socol 9



Em 1989, Dubin quantificou o namero de corpusculos lamelares (LB) no
liquido amnidtico . Corpasculos lamelares (LB) sdo particulas laminadas
encontradas no epitélio das células alveolares tipo II, que contém grande parte
dos fosfolipidios que compdem o surfactante pulmonar 2. Com a

, maturagdo pulmonar fetal os LB sdo secretados no espago alveolar e passam
para o liquido amnidtico (LA), onde se acumulam com a progressdo da gestagio
9.7

O método de contagem de corpusculos lamelares € realizado através da
analise do LA por aparelhos de contagem celular (counters) disponiveis
comercialmente '°. Esses aparelhos diluem a amostra a ser analisada em uma
solugdo eletrolitica, e uma pequena quantidade, geralmente 0,5 ml, desta solugéo
¢ sugada através de uma abertura de aproximadamente 100 um de didmetro.
Uma corrente elétrica constante ¢ estabelecida entre os eletrodos presentes em
cada lado da abertura; qualquer particula que entre na area de abertura exclui os
eletrolitos, a resisténcia entre os eletrodos aumenta e a voltagem resultante pode
ser quantificada e medida. A amplitude do pulso é proporcional ao volume
deslocado pela particula %%,

Como os corpusculos lamelares e plaquetas sfo indistingiiiveis entre si pelo
aparelho, o nimero de LB ¢ obtido através da analise da amostratde liquido
amni6tico pelo “counter” e reportados pelo canal plaquetario (2-20 f1.) >"1°,

A partir da descrigdo deste método por Dubin ', varios estudos foram
realizados, demonstrando importante correlagio entre a contagem de LB e
outros métodos utilizados na predigdo da maturidade pulmonar fetal, entre eles a
relagdio L/E 25610131415
Desta forma, varios autores sugerem que a determina¢do do numero de

corpusculos lamelares seja utilizado como um teste de primeira linha na

predigdo da maturidade pulmonar fetal ',



2. OBJETIVO

Analisar a reprodutibilidade e confiabilidade do método, ou seja, a
quantificagdo de corpusculos lamelares presentes no liquido amnidtico por
aparelhos de contagem celular, na determinagio da maturidade pulmonar fetal

em ROSSO meio.



3. METODO

No periodo de margo a outubro de 1998 fez-se um estudo prospectivo,
descrifgz/o e analitico, onde analisou-se amostras de liquido amnidtico (LA),
obtidas de cesarianas realizadas na Maternidade do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina — HU/UFSC, Florian6polis - SC.

O grupo de estudo incluiu amostras de liquido amnidtico de 43 gestantes que
constituiam uma populagido heterogénea, caracterizada pelas seguintes variaveis:
idade materna entre 16 e 36 anos; brancas e¢ negras; idade gestacional -
estabelecida pela data da ultima menstruagdo (DUM) — compreendida entre 32 e
42 semanas. Nos casos em que houve desenvolvimento de patologias obstétricas
observou-se: doenga hipertensiva especifica da gravidez (DHEG), Diabetes
mellitus gestacional (DMG), amniorrexis prematuré, trabalho de parto prematuro
polidrimnio e oligodramnio. Das gestantes que apresentaram patologias prévias,
uma era hipertensa cronica, uma diabética tipo II que fazia uso regular de
insulina e outra sofreu um acidente vascular cerebral (AVC) no ultimo trimestre
da gestagdo. Apenas uma ndo fez acompanhamento pré-natal. Em quatro
ocasifes fez-se uso de corticoesteroide antes da interrup¢do da gestagdo. Em
nenhum caso foi realizado outro método para avaliar a maturidade pulmonar
fetal.

As amostras eram colhidas imediatamente apds a incisdo uterina, em
seringas plasticas de 10 ou 20 ml, sendo armazenadas em geladeira a 4° C por
até 4 dias antes da analise laboratorial.

Das 43 amostras coletadas, nove foram desprezadas por haver contaminagdo
com sangue, sendo utilizadas no presente estudo as 34 restantes.

O LA coletado era centrifugado por 3 minutos a 2.000 rpm

(aproximadamente 500 x g) para remover os restos celulares. O sobrenadante era



processado em um aparelho de contagem celular (COULTER® 890); a
quantificagdo dos corpusculos lamelares (LB) era feita usando-se como
parametro o tamanho usado para a contagem plaquetaria, ou seja, abertura entre
2 ¢ 20 fl. Cada amostra foi analisada duas vezes consecutivas ¢ a média das
determinagGes utilizada como resultado.

A 1dade gestacional (IG) do recém nascido era determinada pelo exame
fisico com a determinagdo do Capurro Somatico pelo neonatologista.

Fez-se uma estratificagdo da idade gestacional determinada pelo Capurro,
conforme a Classificagio de Prematuridade reconhecida pela Organizagio
Mundial de Saude, em:

1. Prematuridade extrema se idade gestacional menor que 30 semanas € 6

dias;

1. Moderadamente prematuro se idade gestacional entre 31 semanas e¢ 34
semanas ¢ 6 dias;

2. Prematuridade limitrofe se idade gestacional entre 35 semanas e 36
semanas ¢ 6 dias; ‘

3. Termo se idade gestacional entre 37 semanas e 41 semanas ¢ 6 dias; '

O diagnostico da Sindrome da Angustia Respiratéria do Recém Nascido
(RDS) foi baseado nos seguintes critérios:

1. Manifestagdo clinica de desconforto respiratorio (taquipnéia, geméncia,
tiragens intercostais, batimento de asa de nériz);

2. Evidéncias radiolégicas (padrio reticulogranular fino do parénquima e
broncogramas aéreos ou opacidade);

3. Necessidade do oxigenoterapia por um periodo\prolongado (maior que 48

horas); 7

Os casos diagnosticados como taquipnéia transitoria ndo foram considerados
como RDS.



Os dados referentes a mie € ao recém nato foram coletados dos prontuarios
médicos dos mesmos, apds a alta de ambos.

A determinagdo do Teste Diagnéstico, ou seja, sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP), e valor preditivo negativo (VPN), foi realizada
com trés niveis de corte (10.000, 26.000, 30.000 células / ul) considerando-se
valores positivos (para imafuridade pulmonar fetal) os resultados situados
abaixo destes niveis.

Os dados foram digitados e analisados no programa Epi Info verséo 6a.



4. RESULTADOS

No periodo marg¢o a outubro de 1998 foram coletadas 43 amostras de liquido
amniotico, destas 34 foram analisadas neste estudo.
A 1dade materna ficou compreendida entre 16 e 36 anos. A faixa etaria mais

freqiiente fo1 de 20 a 29 anos (64,7%). (FIGURA 1)

12%

24%

<20 a
@ 20--30 a
>30 a

64%

FIGURA 1 : Distribuigdo da idade materna, em percentual, na populagio de
estudo. HU, 1998.

A maioria das mulheres eram caucasianas (94,1%), sendo apenas duas

(5.9%) da raca negra.



A idade gestacional pela ultima menstruagdo (DUM) variou de 32 a 42
semanas (FIGURA 2), sendo que a maior incidéncia foi em 39 semanas.
Observou-se que 55,8 % das amostras eram de gestagdes a termo, 29,4% de

gestacgoes pré - termo e 14,7% de gestagdes “pds — termo”( 42 semanas ou mais).

32 33 34 36 37 38 39 40 41 42 1G(DUM)

FIGURA 2: Distribuicdo da Idade Gestacional determinada pela DUM, no
momento da cesariana, em percentual, na populagdo estudada.

HU, 1998.



Das gestantes analisadas 26,5% eram primigestas, 47% encontravam-se na

segunda gestagdo e 26,5% tinham dois ou mais filhos (FIGURA 3).

B Primigesta

B Secundigesta
B Multigesta

48%

FIGURA 3 : Distribui¢do do numero de gestagdes, em percentual, na

populagdo de estudo. HU, 1998.

Com relagdo a intercorréncias na gravidez, 32,4% desenvolveram alguma
patologia obstétrica ( TABELA 1), 14,7% utilizaram corticoesterdide antes da
interrupgdo da gestagdo e 8.8 % tinham doengas prévias a gestagdo
(TABELATI).
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TABELA I : Distribuigdo das intercorréncias obstétricas observadas
durante a gesta¢do, em numero ¢ percentual, na populagdo de
estudo. HU, 1998.

[ §

Patologias Obstétricas N %
Trabalho de parto prematuro 3 8.8
Pré-eclampsia 2 59
Amniorexis prematura 2 59
Amniorexis prematura / Pré-eclampsia | 29
Diabetes Mellitus Gestacional / Pré-eclampsial 29
Polidramnio / Pré-eclampsia 1 29
Oligodramnio 1 29
Nenhuma 23 67.7)
TOTAL 34 100

TABELA 1II: Distribui¢do das patologias maternas prévias a gestacdo, em
numero e percentual, na populagdo de estudo. HU, 1998.

>

Patologias Prévias N %
Acidente Vascular Cerebral 1 29
Hipertensao Cronica 1 29
Diabetes mellitus II 1 29
Nenhuma 31 91.2)
Total 34 100

Apenas uma gestante (2,9%) ndo fez acompanhamento pré-natal; em
nenhum dos casos foi utilizado outro teste com o intuito de determinar a

maturidade fetal.
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A quantifica¢do dos Corpusculos Lamelares (LB) variou de 1.500 a 200.000
células/ul ( média de 64.735/ul). Sindrome do Desconforto Respiratorio do
Recém Nascido (RDS) foi diagnosticada em 11.8 % dos casos. O numero de
corpusculo lamelares no caso de RDS foi de 24.500/ul ou menos. A correlagido

entre o numero de corpusculos lamelares e a incidéncia de RDS foi avaliada na
FIGURA 4. O Teste do qui quadrado (x*) foi de 21.6, onde observou-se

importante significancia estatistica ( p > 0.0001 ).

B <10.000
I 10.000|— 26.000
[126.000|— 30.000
E>30.000

COM RDS SEM RDS

FIGURA 4: Correlagdo entre o numero de LB e a incidéncia de RDS, em

numero, na populagdo de estudo. HU, 1998.
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A relagdo entre o nimero de corpusculos lamelares (LB), a idade gestacional
determinada pelo Capurro e a incidéncia da Sindrome do Desconforto
Respiratorio (RDS) foi analisada na FIGURA 5. Observou-se que todos os casos
de RDS ocorreram antes de 36 semanas ¢ com contagem de LB menores que

26.000/ul.
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FIGURA 5: Grafico de dispersdo relacionando IG determinada pelo Capurro
Somatico, numero de LB, e a incidéncia de RDS na populagdo
de estudo. HU, 1998.
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A correlagdo entre o nimero de Corpuisculos Lamelares e a incidéncia de
RDS estratificados em Moderadamente Prematuro (PTM), Prematuridade
Limitrofe (PTL) e Termo, foi visualizada na FIGURA 6.

NUMERO
2(}
15Y I <10.000
IN 10.000/—26.000
o/ [ 26.000/—30.000
I >30.000
SM
048

FIGURA 6: Correlagdo entre o numero de LB e a incidéncia de RDS,
estratificada de acordo com a Classificagdo de Prematuridade

preconizada pela OMS, em numero, na populagdo estudada.

HU, 1998.
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Para o célculo dos testes diagndsticos foram estabelecidos varios valores de
corte. Quando usou-se valores menores que 30.000 / pl para indicar imaturidade,
o método previu todos os casos da Sindrome do Desconforto Respiratorio, Sem
nenhum falso negativo ( sensibilidade ¢ VPN de 100% ), contudo resultou em 2
falsos positivos ( especificidade de 80% e VPP de 40% ). Utilizando-se um corte
em 26.000/pl para predizer a imaturidade pulmonar fetal o nimero de falsos
positivos diminuiu de 2 para 1 caso, isto resultou em um aumento da
especificidade de 80 para 86% e do VPP de 40 para 50%, enquanto a
sensibilidade € o VPN permaneceram inalterados (100%). Considerando-se
10.000 como valor limitrofe, nenhum falso positivo foi observado , aumentando
a especificidade e o VPP para 100% , porém houve um decréscimo da
sensibilidade e do VPN para 50% e 93%, respectivamente.

A TABELA TII resume a correlagdo entre o numero de Corpusculos
Lamelares e o Teste Diagndstico, ou seja, sensibilidade, especificidade, VPP e
VPN do método.

TABELA III: Correlagdo entre o nimero de Corpusculos Lamelares no liquido

amniotico ¢ o Teste Diagnostico da populagéo estudada. HU,

1998.
Valor de corte| Sensibilidade Especificidade VPP VPN
(LB/uL) Y% % % %
10.000 50 100 100 93
26.000 100 86 . 50 100
30.000 100 80 40 100
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S&o poucos os estudos a respeito do método na literatura internacional, € a
maioria compara os resultados deste teste com a presenga de Fosfatidilglicerol e
a relagdo L/E: 25610131415

Em 1989, Dubin °, descreveu o método, determinando como critério o corte
em 26.000 LB/ ul em liquido amniético centrifugado (500g por 5 minutos) e em
40.000 LB/ pl em material ndo centrifugado, considerando resultado positivo
quando o namero de corpisculos lamelares estivesse abaixo destes valores. O
corte foi determinado em compara¢do com a relagdo L/E e Fosfatidilglicerol. O
estudo mostrou sensibilidade de 100% e especificidade de 69% em ambas as
situagdes. Os resultados foram vistos como preliminares, uma vez que dos 241
pacientes do estudo apenas trés desenvolveram RDS.

Ashwood et al *, 1990, também demonstraram que a contagem de LB
possuia boa correlagdo entre o resultado numérico da relagdo L/E, porém n3o
correlacionaram os resultados com a evolugdo do Recém Nascido.

Bowie et al ¥, 1993, também usando material centrifugado (1000g por 5
minutos), analisaram 50 amostras de liquido amnidtico e sugeriram varios
valores de corte, classificando em baixo risco de RDS se o numero de LB fosse
maior que 30.000 LB/ul, com valor preditivo positivo € negativo de 26,6% e
100%, respectivamente; e em alto risco se concentragdo menor que 10.000
LB/ul com valor preditivo positivo de 63.6% e negativo de 97.8%; os valores
situados entre estes dois grupos foram considerados de grupo intermediario.

Em 1994, Fakhoury et al ¢, analisaram 28 amostras, centrifugadas a 500g por
3 minutos, determinando como nivel de corte 30.000 particulas /ul, obtendo
sensibilidade e especificidade de 100% e comparando seus achados com a
relagdo L/E.

Em 1995, Dalence et al °, analisando 130 amostras, centrifugadas a 276g por

114

5 minutos, determinaram, da mesma forma que Bowie et al °, varios niveis de
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corte, considerando valores superiores a 30.000 LB/ul como baixo risco, com
sensibilidade e valor preditivo negativo (VPN) de 100%, porém especificidade
de apenas 64% e valor preditivo positivo de 28% , ¢ de alto risco com valores
inferiores a 10.000 LB/ul, obtendo baixa sensibilidade ¢ VPN ( 75% e 20%
respectivamente) porém boa especificidade ( 95%) € VPP (67%). Seus
resultados foram comparaveis a relagio L/E.

Outros trabalhos foram realizados com amostras nio centrifugadas, com
sensibilidade, especificidade, VPP ¢ VPN semelhantes, porém com niveis de
corte mais elevados, e por este motivo ndo serdo aqui discutidos. !

Analisando os resultados encontrados em nosso estudo, a sensibilidade
observada ( 100% para cortes em 30.000 e 26.000 LB/ul e 50% para cortes em
10.000 LB/ul) indica a capacidade do teste em identificar individuos com
imaturidade, enquanto o VPP ( 50% e 100% para os valores de corte
supracitados, respectivamente), nos informa quantos destes realmente vdo
apresenta-la. Por outro lado a especificidade, que nos da a capacidade do método
em encontrar fetos com maturagdo pulmonar fetal, foi de.80%, 86% e 100% nos
trés cortes , nesta ordem. Porém, ante a necessidade clinica de estabelecer a
estado da maturagdo pulmonar do feto, consideramos que o resultado mais
relevante seja 0 VPN, qué ind}ca quantos dos pacientes identificados como
maduros realmente o eram, sendo de 100% para cortes de 30.000 ¢ 26.000 LB/l
€ 93% quando o corte ocorria em 10.000 LB/pl. |

Comparando-se nossos resultados com a literatura internacional, observamos
que em cortes realizados em 30.000 LB/ul a sensibilidade ¢ o VPN sio
semelhantes aos diversos estudos realizados, porém a especificidade ¢ VPP
foram maiores que nos estudos realizados por Dalence et al ° ¢ Bowie et al '
(provavelmente pela pequena amostra e diferengas no método de centrifugagio),

e menores que os encontrados por Fakhoury et al .
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No corte realizado com 26.000 LB/ul a sensibilidade ¢ VPN foram iguais

114

aos achados de Dubin '° ¢ Bowie et al ', enquanto a especificidade e o VPP

foram maiores que as encontradas por estes autores.

Comparando-se o corte realizado em 10.000 LB/ul observamos
sensibilidade ¢ VPN menores que os encontrados por Dalence et al ° ¢ Bowie et
al ', mas a especificidade ¢ VPP foram superiores, possivelmente pelos mesmos
motivos suspeitados quando o corte foi realizado em 30.000 LB/pl. |

Com esse dado poderiamos considerar, assim como Bowie et al '* ¢ Dalence

et al °, alto risco para desenvolver Sindrome do Desconforto Respiratorio do
Recém Nascido se valores inferiores a 10.000 LB/ul e baixo risco se valores
‘acima de 30.000 LB/pl ou 26.000 LB/ul como prefere Dubin '°. Vale ressaltar
.que no corte sugerido por Dubin o nimero de falso positivos foi menor.

Néo observamos uma relagdo direta entre a idade gestacional e o numero de
Corpusculos Lamelares, o que vem de encontro ao fato da maturidade pulmonar
ser afetada ndo apenas pela progressdo da gestagdo, mas outros fatores como
patologias maternas, uso de algumas substancias (medicamentos ou ndo) durante
a gestagdo e sofrimento fetal, entre outras >'°.

Porém, deve — se ressaltar que esta avaliagdo ¢ muito superficial, uma vez
que quando realizamos uma andlise estratificada por idade gestacional, a
amostra foi deveras i)equena para que pudéssemos afirmar com convicgdo 0s
resultados acima obtidos.

Uma das vantagens deste teste ¢ que a quantidade de liquido requerido ¢é

muito pequena >'*?!

. A quantidade necessaria para a andlise do liquido
.amnidtico (LA) neste estudo foi de 1 ml para cada caso, uma vez que
realizavamos duas verificagdes cada amostra, 0 que permite que praticamente

qualquer quantidade de LA coletado seja suficiente.



6. CONCLUSAQ

O método de contagem de corpiisculos lamelares no Liquido Amnidtico é
um teste que pode ser reproduzido facilmente em qualquer hospital ou
laboratério que disponha de um aparelho de contagem celular. Necessita muito
pouco material e sua realizagdo requer pouco tempo, sendo sua técnica facil e
simples de ser executada e seu custo muito baixo, fatos que o torna muito
conveniente em nosso meio.

Infelizmente, pelo pequeno numero de amostras, nio podemos confirmar sua
confiabilidade. Os resultados encontrados sugerem tratar-se de um método com
alta sensibilidade e boa especificidade, porém acreditamos que mais estudos
devam ser realizados, tendo-se como alvo a populagdo de maior risco de
imaturidade pulmonar fetal, ou seja, recém nascidos com prematuridade extrema
e os moderadamente prematuros, antes que qualquer afirmagfio a esse respeito

seja feita.
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RESUMO

Objetivo: Analisar a reprodutibilidade e confiabilidade do método na
determinacdo da maturidade pulmonar fetal.

Método: Obteve-se 34 amostras de liquido amnidtico em diferentes idades
gestacionais (32 a 42 semanas), coletadas de cesarianas logo apds a incisdo
uterina. O nimero de corpusculos lamelares (LB) foi quantificado em um
aparelho de contagem celular (COULTER® 890) apés centrifugagio, a 500g por
3 minutos. Trés niveis de corte foram utilizados ( 10.000, 26.000 ¢ 30.000
LB/ul). Os resultados foram comparados com a evolugdo neonatal
estabelecendo-se a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP)
e valor preditivo negativo (VPN).

Resultados: Todos os quatro casos de Sindrome do Desconforto Respiratdrio
ocorreram com menos de 36 semanas de gesta¢do ¢ contagem de LB inferior a
26.000/ul. A sensibili;lg%e e \X/IIE\T foram de 100% gpara c’ortes em 26.000 ¢
30.000/ul , sendo de 50% e 93% para cortes em 10.000/pl, respectivamente ,
enquanto a especificidade foi de 100% se o corte fosse feito em 10.000/ul, 86%
se em 26.000/ul e 80% se em 30.000/ul. Com relagdo ao VPP os resultados
foram de 100%, 50% e 40% para cortes realizados em 10.000/@1, 26.000 ¢

30.000/pl, nesta ordem.
Conclusdo: Trata-se de um método facilmente realizavel em qualquer local
que disponha de um aparelho de contagem celular, e, aparentemente, com boa

sensibilidade, especificidade, VPP e principalmente VPN.



SUMMARY

Objective: To analyze method reproducibility and reliability for the
determination of fetal lung maturity.

Method: 34 samples of amniotic fluid were obtained at different gestational
ages (32 to 42 weeks), collected in Cesareans, soon after uterine incision. The
number of lamellar bodies (LB) was quantified through an electronic cell
counter (COULTER® 890) after centrifugation at 500 g, during 3 minutes.
Three cutoff levels were used (10,000, 26,000, and 30,000 LB/ul). The results
were compared to the neonatal evolution, in order to establish method
sensibility, specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive
value (NPV). )

Results: All the four cases of Respiratory Distress Syndrome happened at
less than 36 weeks of gestation and LB counting bélow 26,000/pl. Sensibility
and NPV were 100% for cutoffs at 26,000 and 30,000/ul, and 50% and 93%,
respectively, for cutoffs at 10,000/ul, while specificity was 100% when the
cutoff was performed at 10,000/ul, 86% at 26,000/ul, and 80% at 30,000/ul.
Concerning PPV, the results were 100%, 50%, and 40% for cutoffs performed at
10,000, 26,000, and 30,000/ul, respectively.

Conclusion: The method is easily carried out at any place where an
electronic cell counter is available, and, apparently, with good sensibility,

specificity, PPV, and specially NPV.
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IDENTIFICACAO MATERNA

Nome:

Protocolo
Quantificacio de Corpusculos Lamelares
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Patologias  prévias: SIM
Qual(is)
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DUM: / /
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Fez acompanhamento pré-natal ?
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Intercorréncias Obstétricas:

SIM() NAO() Qual(s)

Uso de medicagio:

SIM() NAO() Qual(is)

Registro:

Data do Parto:

NAO

Fez uso de corticoesterdide antes da interrupgdo da gestagio?

SIM() NAO()

Foram realizados outros testes para verificar Maturidade Pulmonar Fetal?

SIM() NAO()

(
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INFORMACOES SOBRE O RN
Sexo: Masc() Fem ()
Capurro Somatico:

Apgar: 1’ 5
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RESULTADO
Primeira verificagao:
Segunda verificagdo:
Média:
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Lamellar body concentrations and the prediction of fetal

pulmonary maturity

George Fakhoury, MD, Norman H. Daikoku, MD, Jean Benser, MT, and

Norman H. Dubin, PhD
Baltimore, Maryland

OBJECTIVE: Amniotic fluid lamellar body concentration was quantified in pregnancy and compared with
the lecithin/sphingomyelin ratic and phosphatidylglycery! to predict fetal lung maturity.

STUDY DESIGN: Amniotic fluid was obtained from 56 patients at various gestational ages (16 to 42
weeks) and quantified on a Coulter counter set for particle size used for platelets (2 to 20 fl). The lamellar
body concentration best agreeing with a mature lecithin/sphingomyelin ratio of 2 and with
phosphatidyiglycerol was determined. The lamellar body concentration cutoff was compared with the
lecithin/sphingomyelin ratio and phosphatidylglycerol as a predicator of fetal lung maturity.

RESULTS: Lamellar body concentration increased exponentially with gestation {r = 0.70, p < 0.001), as
did the lecithin/sphingomyelin ratio (r = 0.78, p < 0.001). The two tests correlated with each other
linearly (r = 0.67, p < 0.001). The lamellar body concentration cutoff value that best agreed with both
mature lecithin/sphingomyelin ratio and phosphatidylglycerol was 30,000/ul (x-test 0.66 and 0.73,
respectively). In 28 patients delivered within 72 hours the lamellar body concentration correctly predicted
four cases of respiratory distress syndrome (100% sensitivity and specificity).

CONCLUSION: This study confirms that lamellar body concentration is a reliable and practical assay and
should be evaluated further, especially for use in a community hospital setting. (Am J OssTer GyYNECOL

1994;170:72-6.)

Key words: Amniotic fluid fetal pulmonary maturity testing, lamellar body concentration,

automated Jamellar body counting by Coulter counter

A major concern among obstetricians is iatrogenic
respiratory distress syndrome (RDS) caused by surfac-
tant deficiency of prematurity. Among the available
tests the most widely accepted standard remains the
lecithin/sphingomyelin (1/S) ratio and phosphatidyl-
glyceryl using thin-taver chromatography.”* The sensi-
tivity and specificity of the 1/S ratio is 83% and 98%,
respectively, indicating that this test is an excellent
predictor of pulmonary maturity.* The complexity and
the need for special equipment limit the application of
these tests to larger, more sophisticated laboratories.’

Surfactant containing lamellar bodies is secreted by
type II pneumocytes. Thus lamellar body counts are
a potental direct assay to determine fetal pubmo-
nary maturity. They are easy to quantify and require
no special instrumentation. Lamellar body counts
> 30,000 particles/ul have been associated with fetal
pulmonary maturity, according to previous reports.”
The method used for quantification is easily performed

From the Departments of Gynecology and Obstetrics and Laboratory
Medicine, Union Memorial Hospital.

Received for publication January 22, 1993; revised June 21, 1993;
accepted July 19, 1993.

Reprints not available.

Copyright © 1994 by Mosby—Year Book, Inc.

0002-9378/94 $1.00 + .20 6/1/50148

72

in any hospital that has a'clinical laboratory and Coulter
counter 660 (Coulter, Hialeah, Fla.) or any automated
particle counter for automated platelet quantitation.

The purpose of our study is to quantify amniotic fluid
lamellar body counts during the second and third
wimester of pregnancy, compare lamellar body concen-
tration with the L/S ratio and phosphatidylglycerol, and
to assess the ability of lamellar body concentration to
predict RDS compared with the L/S ratio and the
phosphatidvlglycerol assay.

Material and methods

Amniotic fluid samples were obtained from 56 pa-
tients for genetic studies, mid-trimester saline abor-
tions, or documentation of fetal lung maturity. These
samples were used to construct a lamellar body concen-
tration profile between 16 and 42 weeks’ gestation.
Samples were obtained in all cases for obstetric reasons,
and only excess material was used for assays. Bloody
fluid and meconium-stained fluid were discarded from
this study protocol. This investigational protocol was
approved by the Union Memorial Hospital Human
Research Committee.

Forty-eight amniotic fluid specimens were available
for comparison of the L/S ratio, phosphatidylglycerol,
and lamellar body count. Twenty-cight specimens were
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obtained within 72 hours of delivery. Phosphatidyl pro-
files for L/S ratio and phosphatidylglycerol were per-
formed by the Helena Fetal TEK 200 method (Helena,
Beaumont, Tex.). Lamellar body counts were quanti-
tated with a Coulter counter 660 (Coulter). The equip-
ment was set for the size parameters used for platelet
counts between 2 and 20 fl in volume. The samples
were analyzed immediately after collection or stored at
4° C until processed within 3 days. Samples were mixed
by gentle inversion, poured into a disposable 12 x 75
mm test tube, and centrifuged for 3 minutes at 500g to
remove cellular debris. The supernatant was then tested
with a Coulter counter 660: The Coulter analytical
method quantitated lamellar. body concentration by
measuring changes in electrical resistance produced by
a particle, suspended in a conductive liquid, traversing
a small aperture.® When cells are suspepded in a con-
ductive liquid (diluent), they function as discrete insu-
lators. When a dilute suspension of cells is drawn
through a small cylindric aperture, the passage of each
cell momentarily increases the resistance of the electri-
cal path between two submerged electrodes, one lo-
cated on each side of the aperture. An electrical pulse,
suitable for counting and sizing, results from the pas-
sage of each cell through the aperture. Each sample was
tested three times with the triplicate results within 5%.
The variance of the Coulter counter was determined by
using low-level platelet controls within the 30,000 par-
ticle/u] range and found to be 4%.

Gestational age was determined by best estimate on
the basis of the last menstrual period and serial ulira-
sonography. Newborn Dubowitz assessment was per-
formed to confirm gestational age.

Respiratory distress was diagnosed by accepted defi-
nitions of RDS,” which include tachypnea, grunting,
hypoxia, characteristic chest radiograph, need for oxy-
gen by intubation or hood for 24 hours within the first
72 hours of life, as diagnosed by the neonatologist.

Data were analyzed by simple regression with a Stat-
graphics statistical package (STSC, Rockville, Md.).
Probabilities of <0.05 were considered significant. A
positive L/S ratio was defined as =2, whereas the
phosphatidylglycerol test was defined as a value present
or absent. Agreement between lamellar body concen-
tration versus the L/S ratio and lamellar body concen-
tration versus phosphatidylglycerol was analyzed as fol-
lows. Positive agreement was calculated as the number
of results that were positive in both tests expressed as a
percentage of all LBC positive tests. Similarly, a nega-
tive agreement was determined (i.e., the number of
tests in which both results were negative expressed as a
percent of all LBC negative tests). Mathematically the
computation is the same as determining the sensitivity
and specificity of a test against a true outcome. Finally,
an overall agreement was determined by summing all
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tests with positive and negative agreement and express-
ing the results as a percent of all tests, as described
previously.” The «-statistic, which calculates agreement
compared with that which would be expected by chance
alone, was also determined. A k-value >0.75 indicates
excellent agreement beyond what would have occurred
by chance, 0.4 to 0.75 indicates fair to good agreement,
and <0.4 indicates poor agreement.”

Results

A regression analvsis plotting lamellar body counts
against fetal gestational age is represented in Fig. 1.
Lamellar body counts is best represented as an expo-
nential curvalinear function of gestational age. The
correlation coefficient is 0.70 (p < 0.001). The L/S
ratio similarly displavs an exponential curvalinear func-
tion against gestational age with a correlation coefh-
cient of 0.78 (p < 0.001) (Fig. 2). A linear regression
analysis of lamellar body counts versus L/S ratio dem-
onstrates a correlation coefficient of 0.67 (p < 0.001)
(Fig. 3).

Fig. 4, A, illuswrates the positive and negative agree-
ment of the L/S ratio test with lamellar body concen-
tration at various cutoff values. The best compromise
between the two agreements occurs at a cutoff of ap-
proximately 20,000 particles/ul, as indicated by the
intersection of the two agreement curves. This is re-
flected in Fig. 3, which demonstrates that the maximum
total agreement for lamellar body concentration versus
L/S ratio is at the 20,000 particle/p] cutoff. Likewise,
Fig. 4, B, illustrates positive and negative agreement of
a phosphatidylglsycerol test with lamellar body concen-
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Fig. 2. Curvilinear regression analysis of 1/S ratio versus ges-
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Fig. 3. Linear regression analysis of lamellar body counts
versus L/S ratio.

tration at the same cutoff values. In this comparison the
best compromise is at approximately the 40,000 parti-
cles/ul cutoff. Maximum overall agreement for lamellar
body concentration versus phosphatidylglycerol occurs
at the same cutoff as illustrated in Fig. 5. The best
compromise in a cutoff based on the overall agreement
of lamellar body concentration with both phosphati-
dylglycerol and L/S test is represented by the intersec-
tion of the two overall agreement curves (Fig. 5), which
occurs at 28,000 particles/p). On the basis of these
agreement curves, we chose 30,000 as a convenient
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cutoff. At this cutoff agreement with the L/S ratio was
85.5% (k-test 0.66) and with phosphatidylglycerol was
87.3% (k-test 0.73).

Table 1 presents the clinical outcome of RDS as
predicted by lamellar body concentration at 30,000
particles/pl cutoff and L/S ratio of 2: 1 and the presence
of phosphatidylglycerol. There was no RDS when lamel-
lar body concentration was > 30,000 particles/ul but
RDS occurred in four cases when lamellar body concen-
tration was < 30,000 particles/ul. In this small study the
sensitivity of RDS prediction was 100% and specificity
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Table I. Clinical outcome of RDS using
lamellar bodies, phosphatidylglycerol,
and L/S ratio

No
RDS | RDS | Sensitivity | Specificity
Lamellar bodies 4 0 4/4 24/24
< 30,000 particles/pl
Lamellar hodies 0 24

> 30,000 particles/ul
Phosphatidylglycerol 4 0 4/4 24/24

negative
Phosphatidylglycerol 0 24

positive
L/S ratio <2 0 3/4 24/24
1/S ravo >2 1 24

was 100% for both lamellar body concentration and
phosphatidylglycerol. One of four cases of RDS oc-
curred with L/S ratio 3.7, phosphatidylglycerol nega-
tive, and lamellar body concentration of 19,000 parti-
cles/ul. The neonate at 33-weeks’ gestation (2185 gm)
had mild-to-moderate RDS and was on hood oxygen
for 5 days. The mother had premature labor and
premature rupture of the membranes. There was no
evidence of diabetes mellitus.

Comment

Lamellar bodies have long been recognized to have a
direct relationship with fetal lung maturity. Previously,
technical difficulties have made lamellar bodies assays
impractical for fetal lung maturity assessment.” Dubin®
successfully used a commercial cell counter to quanti-
tate lamellar bodies in amniotic fluid.

The Coulter counter is adjusted to measure platelet
size between 2 and 20 fl, rejecting particles outside
these limits. Because lamellar body size is in the range
of 1 to 5 um (1.28 to 6.4 fl),'” with most heing near
2 wm in diameter (2.56 ), the Coulter counter can be
used to assay lamellar body counts.” * However, Dubin
estimates that as much as 10% of the total mass of
lamellar bodies may be uncounted below 2 fl (1.526
wm).”

The lamellar body concentration and L/S ratio curves
were very similar, indicating that as gestational age
increases, the 1/S ratio and lamellar body count in-
creases. There is also a strong linear correlation be-
tween L/S ratio and lamellar body count. The linear
regression analysis of lamellar body counts versus L/S
ratio is comparable to the results of Ashwood et al.”

Our data showed good agreement between 30,000
particles/ul lamellar body concentration and phosphati-
dylglycerol and between lamellar body concentration
and the L/S ratio. All tests had good sensitivities and
specificities in predicting RDS. However, the small
number of samples (N = 28) in our study prevent us
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Fig. 5. Overall agreement between L/S ratio and phosphat-
dylglycerol (PG) with lamellar bodv concentration (LBC) at
various cutoff values.

from determining if there is any significant differences
between the tests. The lamellar body concentration is
an excellent predictor for RDS and merits further
testing in larger studies.

The following technical issues must be resolved for
the lamellar body concentration test. Lemuel et al.”
have shown that the cutoff for.maturity differs by using
different commercial cell counters. This test must be
standardized to each type of instrument and the instru-
ment calibrated to expect reliable lamellar body con-
centrations. Qur standard was developed with the
Coulter counter 36601S measuring particles between 2
and 20 fl, calibrated to expect 3% to 3% day-to-dav
variations.

Dubin® found a decrease in lamellar body concentra-
tions in centrifuged compared with noncentrifuged
samples. Lamellar body concentration in centrifuged
samples at 500g for 5 minutes averaged 26.000 parti-
cles/pl, whereas uncentrifuged samples averaged
40,000 particles/ul. Both centrifuged and uncentri-
fuged samples can be used with different cutoffs. In our
study samples were centrifuged for 3 minutes at 500g
remove cellular debris, as recommended for the Helena
Fetal-Tek phosphatidyl profiles.

Conflicting results of the effect of blood-contami-
nated samples remain to be resolved. Ashwood et al.”
report an 8% decrease in lamellar body concentration
by adding 0.1% ecthylenediaminetetraacetic acid—
treated whole blood to an uncontaminated amniotic
fluid sample (1% whole blood contamination decreased
lamellar body concentration 22%). Dubin” showed no
significant effect on the final lamellar body count by
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adding uncentrifuged osmotically lysed human blood.
Further work is needed to clarify and quantify the effect
of hemoglobin contamination on the lamellar body
concentration. Similarly, meconium staining can be
light or thick. The initial report suggests meconium has
no effect on the final lamellar body concentration.’

Lamellar bodies “uncoil” to release surfactant.'®
Sample stability over time and under different clinical
conditions must be defined to assure appropriate pro-
cessing and accurate clinical prediction of RDS.®

Because this assay is based on measuring a concen-
tration, diluted (polyhydramnios) and concentrated
samples (oligohydramnios) may affect the result. Inter-
nal controls such as creatinine, blood urea nitrogen,
bilirubin, osmolality, or specific gravity might standard-
ize results.

The advantage of a lamellar body count over the L/S
ratio and phosphatidylglycerol is the simplicity of the
measurement compared with the L/S ratio and phos-
phatidylglycerol, which are semiquantitative chromato-
graphic methods. The L/S ratio and phosphatidylglyc-
erol are measured by visual and densitometric compar-
ison with standards. Observer bias may be eliminated
with lamellar body counts. The laboratory method for
the latter is much simpler, faster, and more readily
accessible than are those for the L/S ratio or phosphati-
dylglycerol. Only 0.4 ml is required for the lamellar
body concentration as opposed to 3 m} for L/S ratio and
phosphatidylglycerol. There is 24-hour availability in
any laboratory with a platelet counter. Furthermore, no
special training for technologists is necessary. Finally,
the cost is less. In our institution the cost of a platelet or
lamellar body concentration is approximately $5 com-
pared with $40 for L/S ratio and phosphatidylglycerol.

Lamellar body assay is a simple and rapid assay for
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assessing fetal lung maturity. Instrumentation is stan-
dard and available in most hospital laboratories. Our
study demonstrated good agreement with currently
used L/S ratio and phosphatidylglycerol assay with com-
parable results to those found in the literature. This
study, along with those reported previously, suggest that
the lamellar body concentration is a reliable and prac-
tical assay, especially for use in community hospitals.
Further evaluation for this purpose is justified.
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