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1. INTRODUCCION

Entre las enfermedades cronico-degenerativas, en los ultimos 10 afios la
Insuficiencia Renal Cronica IRC, se ha caracterizado por adquirir mayor importancia
meédica y econdmica. En nuestro pais se calcula que de 50 a 60 habitantes por millén
llegan a esta fase de Insuficiencia Renal por afio®, existen tres procedimientos como
terapia sustitutiva renal: a) Dialisis Peritoneal, b) Hemodialisis y c) Trasplante, de las
tres; la dialisis peritoneal es la mas ampliamente utilizada, principalmente en pacientes
con Diabetes mellitus porque la Insuficiencia Renal cronica es una complicacién
importante de esta enfermedad. A finales de 1993 se estimaba 535,100 pacientes en
dilisis en todo el mundo®, en 1992 en Estados Unidos se utilizaba en un 17%.
Actualmente en ese pais se atienden aproximadamente 225,053 pacientes con diélisis
peritoneal, de los cuales el 5.2% son pacientes con dialisis peritoneal continua
ambulatoria (DPCA)*. En México la inmensa mayoria utiliza DPCA (64%)° y el IMSS
designa un tercio de su presupuesto general al manejo del paciente con IRC en el

tratamiento sustitutivo, lo que indica el alto porcentaje de este tipo de pacientes.

El principal problema de morbi-mortalidad en el paciente que se encuentra bajo
tratamiento de diélisis peritoneal es, relacionado a la presentacién de peritonitis®, la
cual se presenta por las condiciones a que es sometido el peritoneo y cuando no se
tienen los cuidados higiénicos adecuados en el manejo de este tipo de pacientes. El
diagnostico por el laboratorio en pacientes con DPCA es dificil, ya sea por la ausencia o

presencia de un bajo nimero de microorganismos viables.

El diagndstico oportuno de peritonitis en los pacientes con IRC en programas de
didlisis peritoneal, permite un inicio rapido de la terapia antimicrobiana especifica,
reduce complicaciones médicas asi como la estancia intrahospitalaria;

consecuentemente gastos médicos.

Por otra parte, en el Hospital Regional No. 25 (HR) se tiene una poblacion de
577 pacientes con IRC, de los cuales 348 se encuentran en el programa DPCA. Los
episodios de peritonitis presentados el afio 2004 fueron de 391 y 189 en el primer

semestre del 2005. (datos obtenidos del Servicio de Nefrologia).



En la bibliografia se reportan cultivos negativos de liquidos de dialisis entre un 15
aun 40%. En el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “LA RAZA”
se encontrd que fue de 65% ( Datos extraidos del trabajo realizado como parte del
Diplomado de Investigacion en sistemas de salud, IMSS, 2001) y en el HR No. 25, en el
2004 y primer semestre de 2005 fueron de un 73% y un 78% respectivamente. ( Datos
obtenidos de la seccion de Microbiologia del Servicio del Laboratorio).

Por lo anterior, el presente trabajo comparé 102 muestras de liquido dializado con la
técnica tradicional del cultivo bacterioldgico del liquido de didlisis con una técnica
alternativa, la técnica de “lisado celular”. Esta Gltima incrementa la positividad de los
cultivos, ayudando con esto al diagnéstico y tratamiento, repercutiendo directamente en

los para los pacientes y por lo tanto al Instituto.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

Estructuray Funcién Renal

2.1 Estructura Renal. Los rifiones son 6rganos retroperitoneales situados en la parte
posterior del abdomen uno a cada lado de la columna vertebral; se encuentran entre la
ultima vértebra toracica y la tercera lumbar y estan protegidos en forma parcial por el

undécimo y el duodécimo pares de las costillas. Ver Fig. 1
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Fig. 1. Ubicacion Anatomica del Rifion.



El rindén es un 6rgano anatdbmicamente complejo que se compone de diferentes
tipos de células altamente especializadas agrupadas en un patréon tridimensional
altamente organizado. La unidad funcional del rifion se llama nefrona. Existen
aproximadamente un millon de nefronas en un rifion humano, cada nefrona se compone
de un glomérulo y de un tubulo largo formado por una sola capa de células epiteliales.
La nefrona se divide en varias partes: tubulo proximal, asa de Henle, tabulo distal,
tabulo colector, cada una de ellas con un aspecto celular tipico y caracteristicas

funcionales especificas. Ver Fig. 2

Tabulo Capsula renal
cont nr_nmlrln Tibulo Ry
proximal - comorneado

Capsula de Bovwman

CORTEZA Anergla
eferente
Arteriola
aferante

Liridn cortico-
(1w NI E=TS

MEDLULA

.

Asa de Henle

Fama descendents

Fama ascendente

Fig. 2. Esquema de la nefrona



Las nefronas se agrupan estrechamente entre si para construir el parénquima renal, que
puede dividirse en varias regiones. La capa externa del rifion se llama corteza, contiene
todos los glomérulos, gran parte del tubulo proximal y también algo de las partes mas
distales. La porcion interna, llamada médula, se compone en gran medida de las asas de
Henle y de los conductos colectores dispuestos de forma paralela. La médula se
distribuye en regiones en la forma de cono, llamadas pirdmides. Los extremos de las
piramides medulares se llaman papilas. La médula es importante para la concentracion

de la orina.

El proceso de formacion de orina comienza en la red capilar glomerular, donde se
forma un ultrafiltrado del plasma. El liquido filtrado se recoge en la capsula de Bowman
y penetra en el tibulo renal para seguir un trayecto tortuoso y ser modificado
sucesivamente por exposicion a una secuencia de segmentos epiteliales especializados
con distintas funciones de transporte. El tibulo contorneado proximal que se sitia
enteramente en al corteza renal, absorbe aproximadamente dos tercios del filtrado
glomerular. El liquido restante entra en el asa de Henle, que desciende hacia la médula
en forma de horquilla. Al volver a la corteza el liquido tubular pasa cerca de su
glomérulo originario en el aparato yuxtaglomerular para entrar después al tibulo
contorneado distal y finalmente en el tabulo colector que vuelve a cruzar las médula
para vaciarse en la pelvis renal en el extremo de la papila renal. A lo largo del tubulo se
absorbe la mayor parte del filtrado glomerular, pero se segregan algunas sustancias
adicionales. El producto final, la orina penetra en la pelvis renal y posteriormente en el

; e . 34
uréter. Se acumula en la vejiga y se excreta finalmente del organismo.™

2.2 Funcién Renal.

La funcion renal es el resultado de la accion coordinada de las diferentes estirpes
celulares que constituyen la nefrona. Se distinguen alrededor de 17 estirpes celulares y
cada una con caracteristicas funcionales diferentes.

Las funciones principales del rifion pueden clasificarse como sigue:
a) de transporte: El
e Mantenimiento de liquido dentro del organismo como su osmolaridad,
contenido y concentracion de electrolitos, y acidez son regulados por el

rifidon mediante la variacion de la excrecion urinaria de agua e iones. Entre



los electrolitos regulados por cambios en la excrecién urinaria se incluyen
Na', K', CI, Ca™, Mg™ y PO,

e La excrecion de productos finales del metabolismo y de sustancias extrafias.
El rifdon excreta cierto numero de productos del metabolismo,
principalmente urea toxinas y drogas.

b) Como glandula endocrina que produce:

e Renina, es una enzima producida por las células granulosas del aparato
yuxtaglomerular, cataliza la formaciéon de angiotensina que es un potente
vasoconstrictor.

e FEritropoyetina, hormona de naturaleza peptidica producida por las células
intersticiales de la corteza renal, estimula la maduracion de lo eritrocitos en
la médula o6sea.

e La 1,0,25-dihidroxivitamina D3 forma activa hormonal de la vitamina D, se
produce en las células del tubulo proximal, juega un papel importante en la

regulacion del equilibrio del calcio y fosfato en el organismo. *

2.3 Insuficiencia Renal Crénica (IRC).

La insuficiencia Renal Croénica , ahora llamada Enfermedad Renal Cronica (ERC)
por The nacional Kindey Fundation (K-DOQI, 2003), es uno de los sindromes mas
importantes en el campo de la nefrologia. Y cursa con alteraciones estructurales o
funcionales en tres 0 mas meses, manifestadas por lesion renal histoldégica o marcadores
de lesion renal. Se caracteriza por la pérdida progresiva de las nefronas, la adaptacion
funcional de la nefronas remanentes y por su repercusion sobre la mayoria de los
aparatos y sistemas del cuerpo. Es importante precisar que las modificaciones renales
se inician a partir de la destruccion de las primeras nefronas, hasta la aparicion del
sindrome urémico con toda su implicacion clinica y bioquimica .’

Las causas capaces de producir este sindrome son multiples y variadas. En
algunas enfermedades sistémicas como la diabetes mellitus, la lesion renal terminal es
multifactorial y resulta de la suma de lesiones degenerativas, vasculares e infecciosas.
El rifidon es atacado de diversas maneras, pero finalmente todas las causas de lesion
desembocan en lo mismo, la destruccion progresiva de la unidades funcionales del

rinon.



Causas que pueden producir Enfermedad Renal Crénica:
1. Glomerulonefritis
Enfermedades Sistémicas en Glomerulonefritis
Nefritis de tiibulo intersticial
Enfermedad Renal Vascular
Causas metabolicas (diabetes mellitus, gota, etc)
Nefrotoxicos (analgésicos, metales pesados, aminoglucosidos)
Uropatias obstructivas

Tuberculosis renal

L e N kv

Sarcoidosis
10. Disproteinemias (mieloma, amiloidosis)
11. Congénita y hereditaria (rifiones displéasicos, cistinosis)

12. Miscelaneas (hemoglobinopatias por células falciformes, radiacion).

2.4 Peritoneo.
El peritoneo es la membrana serosa mas extensa del organismo, de 1m?’
aproximadamente, un 40-50% de la superficie corporal, reviste la cavidad abdominal y

cubre los 6rganos abdominales y algunos érganos pélvicos.

2.4.1 Anatomiay Fisiologia

La combinacion de una capa epitelial y un tejido conectivo subyacente constituye
la membrana epitelial. Las principales membranas epiteliales del cuerpo son las
membranas mucosas, las membranas serosas, membranas cutdneas y membranas
sinoviales. La membrana serosa reviste una cavidad corporal que no se abre de manera
directa al exterior y cubre los 6rganos que se encuentran en esa cavidad. Las membranas
serosas consisten de capas delgadas de tejido conectivo laxo, cubiertas por una gran
capa de mesotelio y estdin compuestos por dos porciones; porcion parietal y porcion

visceral. La capa epitelial de una membrana serosa secreta un liquido lubricante
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denominado liquido seroso, que permite que los 6rganos se deslicen facilmente uno
contra el otro, o bien las paredes de las cavidades *

El peritoneo estd constituido por una monocapa de células mosoteliales con
aspecto de mosaico poligonal en el que afloran microvellosidades. Con el microscopio
electronico pueden distinguirse numerosas vesiculas, probablemente, invaginaciones de
la membrana celular, y los cuerpos esféricos rellenos de fosfolipidos destinados a
lubricar la superficie.

El intersticio situado debajo constituye una zona laxa entre los capilares y la
membrana basal, compuesta por redes de colageno, acido hialurénico y proteoglucanos,
formando una fase gel en equilibrio con la fase acuosa , por en medio de la cual pasa
agua y solutos; esto es lo que permite que la membrana sea altamente selectiva.

El peritoneo visceral esta irrigado por la arteria mesentérico superior y el
peritoneo parietal por las arterias intercostales, epigastricas y lumbares. El retorno
venoso visceral se realiza por la vena porta y el parietal va a la vena cava inferior. Solo
una parte de los capilares peritoneales son permeables a la circulacion y son los que

. . . . 45
determinan la superficie peritoneal efectiva.

2.4.2 Movimientos de materiales a través de las membranas plasmaticas.

El mecanismo por los cuales las sustancias se mueven a través de la membrana
plasmatica o a la membrana intracelular, son esenciales para la vida de la célula. Ciertas
sustancias, por ejemplo se pueden mover en la célula para apoyar la vida, mientras que
los materiales de desecho o sustancias inutiles se pueden eliminar al exterior. La
membrana plasmatica media los movimientos de dichos materiales. Los procesos
involucrados en este movimiento pueden ser clasificados como pasivos o activos, en los
procesos pasivos (fisicos) las sustancias se desplazan a través de las membranas
plasmaticas sin un gasto de energia (de la ruptura de ATP) por las células, su
movimiento depende de la energia cinética de las moléculas individuales. Las
sustancias se mueven en su propia direccion a favor de un gradiente de concentracion,
esto es, de un lugar donde su concentracion es mayor a un area donde su concentracion

€S menor. 3
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2.5 Dialisis.

La dialisis es un proceso pasivo y es la separacion de pequeiias moléculas de
grandes moléculas por medio de la difusion a través de una membrana selectivamente
permeable. El principio de la dialisis se emplea en las maquinas de rifion artificial. La
sangre del paciente se expone a una membrana de didlisis (externa, mediante una
maquina o por la cavidad peritoneal del propio paciente). La membrana de dialisis toma
la funcion de los rifiones. Cuando los componentes de la sangre se mueven a través de la
membrana, las particulas pequenas de desecho pasan desde la sangre a la solucion que
rodea a la membrana de dialisis. Al mismo tiempo, ciertos nutrientes pueden pasar

desde la solucion hasta la sangre. *

2.5.1 Dialisis Peritoneal.
En la actualidad, la dialisis peritoneal (DP) es una modalidad de terapia

substitutiva de la funcion renal ampliamente utilizada. >
Existen tres tipos de dialisis peritoneal:

o Didlisis Peritoneal Continua Ambulatoria (DPCA): Es la forma mas
comun y puede realizarse en cualquier sitio limpio y bien iluminado. Con
este procedimiento la sangre esté siendo purificada todo el tiempo.

o Dialisis Peritoneal Ciclica Continua (DPCC): Similar a la DPCA,
excepto que se conecta al catéter una maquina que llena y drena el
dializado del abdomen.

o Didlisis Peritoneal Intermitente (DPI): Emplea un funcionamiento

similar a la DPCC pero por lo general se realiza en el hospital.

2.5.1.1 Dialisis Peritoneal Continua Ambulatoria (DPCA)

La DPCA implica un “sistema cerrado” en el que el liquido primero se instila y
luego se drena después de varias horas de haber permanecido en la cavidad peritoneal.
El sistema basico de la DPCA incluye un catéter blando, una linea de transferencia y
una bolsa plastica que en nuestro medio contiene 1 6 2 litros de solucion. Generalmente
4 veces al dia se abre el sistema a nivel de la uniéon de la bolsa y la linea de

transferencia, procedimiento que debe hacerse con técnica estéril estricta por el mismo

12



paciente o su familiar. El tratamiento estindar en DPCA consiste en 4 intercambios de

lavado/dia, que se infunden y se drenan por gravedad.’

Los 3 intercambios diurnos permanecen en la cavidad peritoneal durante 4-6
horas, y 1 nocturno que dura de 8 a 12 horas. Al final del tiempo de permanencia
deseado, esta Solucion Dialisante (SD) se drena a la bolsa previamente vacia.
Posteriormente se infunde una nueva SD (fresca), iniciandose un nuevo ciclo. La
tonicidad del dialisante se ajusta para lograr una ultrafiltracion (paso del liquido desde
los capilares a la cavidad peritoneal) de 1-2 L diarios. Est4 técnica es continua porque la
cavidad peritoneal siempre estd en contacto con el dialisante (24 horas al dia, los 7 dias
de la semana) y es ambulatoria puesto que fue disefiada para que el paciente o su
familiar realicen todos los intercambios de la dialisis en su domicilio, favoreciendo la

integracién del paciente a la vida familiar o laboral. °

2.5.1.2 Complicaciones de DPCA

Existen algunas complicaciones en la utilizacion del DPCA entre ellas se
encuentra la anemia, osteodistrofia renal, ahora llamada enfermedad renal Osea,
enfermedad 6sea por aluminio. El metabolismo de Carbohidratos, lipidos, proteinas y
aminoacidos se ve afectado por el aumento o disminucién de estos nutrientes,
complicaciones cardiovasculares y control de la presion arterial, neuropatia y

. ..+ 59
peritonitis™

Cuando la membrana peritoneal se somete a didlisis continua, puede presentar
cambios reactivos en respuesta a un ambiente diferente al natural, los cuales afectan a
todas sus lineas celulares (mesotelio, fibroblastos, leucocitos, endotelio), a las
membranas basales de los vasos sanguineos y al tejido intersticial. El espectro de
lesiones secundarias a este procedimiento es amplio, y puede llegar hasta el hallazgo
histopatologico tipico de la didlisis peritoneal llamado desierto acelular (que consiste
basicamente en una escasa poblacion mesotelial y gran deposito de fibras colagenas en
el intersticio), cuya aparicion es mas frecuente en relacion a peritonitis.

La primera accion de la solucion de dialisis al entrar en la cavidad abdominal, es

diluir no solo las cuentas de leucocitos, sino también todos los demas mecanismos de
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defensa del huésped, pero una accion mas importante ain es que compromete

notablemente la viabilidad y la funcion de todas las células peritoneales.’

Peritonitis.

Normalmente la cavidad peritoneal es lisa y brillante con 100 mm® de liquido
lubricante que se encuentra en ella. El estimulo mecanico, quimico o bacteriano genera
una reaccion inflamatoria que transforma el peritoneo en una superficie granulosa y
opaca. Posteriormente empieza a exudar liquido, el cual se enturbia con la aparicioén de
leucocitos y  fibrina, elementos que mas tarde formaran pus.

Cuando los procesos antes descritos no se tratan a tiempo se vuelve dificil
localizarlos, la infeccion entonces invade el resto de la cavidad y compromete todo el
peritoneo dando origen asi a la Peritonitis Generalizada o Difusa. Con ella se producen
cambios en el medio interno consistentes en hipovolemia, desbalance hidroelectrolitico

y choque séptico que pueden llevar a la muerte.

Como ya se dijo, la principal complicacion de la dialisis peritoneal es la
peritonitis, cuyo diagnoéstico se puede sospechar precozmente por la aparicion de liquido
turbio al final de un ciclo. Usando técnicas de cultivo apropiadas, se puede aislar e
identificar el agente etiologico en el liquido de didlisis peritoneal, en mas del 90% de
los casos que presentan signos y sintomas de peritonitis y un elevado recuento de
neutrofilos en el liquido peritoneal. El agente patdgeno responsable es casi siempre una
bacteria, generalmente gram positiva (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus sp, etc.). La peritonitis fingica (por ejemplo Candida) es

infrecuente pero no rara’.
2.6 Criterios de diagnostico de peritonitis:

e Sintomas y signos de inflamacion peritoneal, el mas frecuente es el
dolor abdominal. Otros son: malestar general, nauseas, vomitos,
diarrea, escalofrios, leucocitosis, aumento de la temperatura corporal.

e Liquido peritoneal turbio con un recuento celular elevado (> 100
células/mm’), debido predominantemente a neutrofilos (>50%).

e Se observa la presencia de bacterias en el liquido peritoneal por

medio de la tincidn de Gram o el cultivo.
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Entre los sintomas mas frecuentes de peritonitis se encuentran el dolor abdominal
(79%), nausea (31%) y diarrea (7%). Mientras que los signos mas frecuentes presentes
son la turbidez del dializado (97-100%), dolor a la palpacién abdominal (70%), signo de
rebote abdominal positivo (50%) y fiebre (53%). En los liquidos de didlisis de
pacientes sin peritonitis generalmente hay menos de 50 células/mm’, mientras que en
los casos de peritonitis las células exceden las 100 células /mm’ y la cuenta diferencial

muestra que mas del 50% de ellas son neutrofilos.*?

Tras la toma de muestra para recuento celular y cultivo se debe administrar
inmediatamente tratamiento antibidtico en el mismo liquido de dialisis. Los pacientes
con dolor abdominal, liquido turbio y fiebre requieren de una rapida iniciacion
antimicrobiana de tipo empirico como: cefalotina, cefalizina, ceftazidimina, (La
gentamicina y amikacina, no se recomiendan). No se debe alterar la terapia empirica
basada en la severidad de los sintomas y la cuenta de células, debido a que la terapia es

de tipo emergente y ademas no se conoce todavia el microorganismo

2.7 Bacteriologia de la peritonitis

La via de entrada por la que un microorganismo patdégeno alcanza la cavidad
abdominal puede ser exdgena o endogena. La via exogena (la mas frecuente), es
originada por la instalacion misma del catéter, ya que constituye una comunicacion
directa entre la cavidad abdominal y el exterior. Un microorganismo del exterior puede
alcanzar el interior de la cavidad abdominal por via intraluminal del catéter o por via
pericatéter. La introduccién de un microorganismo desde el exterior dependera de las
condiciones asépticas empleadas durante los recambios peritoneales. Es dificil que un
paciente bien adiestrado no cometa un error de 1000 recambios de solucion de dialisis al

ano.

Los microorganismos también pueden alcanzar el interior de la cavidad
abdominal utilizando la superficie exterior del catéter. El cojinete externo se coloca a
unos 2 cm. del orificio de salida de catéter, y es la fibrosis que se produce alrededor de

dicho cojinete, del catéter mismo, y del cojinete interno (colocado en la pared
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abdominal), la que constituye la barrera definitiva al paso de microorganismos del

. . . 4
exterior hacia la cavidad.

La principal fuente de infeccion parece provenir de la contaminacion durante la
realizacion de los intercambios de las bolsas de dialisis y constituye asi mismo el
aspecto mas susceptible de modificacion para disminuir el riesgo de peritonitis, por
ende la mayoria de esfuerzos han sido encaminados a desarrollar avances técnicos que

logren disminuir la tasa de peritonitis y mayor sobrevida de la técnica de dialisis.”

Los microorganismos causales mas frecuentes son las bacterias. Los gram
positivos causan hasta el 75% de todos los episodios de peritonitis y de estos , los mas
predominantes  son los estafilococos coagulasa negativa. Las infecciones por
S.epidermidis (Estafilococo coagulasa negativo, mas frecuente) generalmente son leves
y curan rapido con la terapia antimicrobiana adecuada. Las infecciones por S. aureus se
asocian con cuadros mas graves, mayor riesgo de formacion de abscesos y riesgo
significativo de mortalidad. De los gérmenes gram negativos, las infecciones por
Pseudomonas son particularmente graves con mayor riesgo de formacion de abscesos
y perdida del peritoneo si no se tratan adecuadamente generalmente se asocian a
infecciones del sitio de salida o del tunel. Los gérmenes anaerobios y los cultivos con
gérmenes  multiples (generalmente gram negativos) orientan hacia una posible
perforacion intestinal (frecuentemente por rotura de diverticulos), no se ha demostrado

que los virus o parasitos produzcan peritonitis.

Un pequefio numero de episodios de peritonitis entre el 4 y el 7% son causados
por hongos, la mayoria por el género Candida. Infecciones por M. tuberculosis son muy
raras, pero deben ser consideradas en los grupos de alto riesgo. La peritonitis
eosinofilica generalmente se observa poco después de instalado el catéter. Generalmente
no se aisla ninguin germen, los pacientes tienen sintomas y existe turbidez del dializado.
Esta condicion revierte en pocos dias, sin complicaciones y puede haber o no
tratamiento. Se asume que se debe al estimulo quimico generado por la presencia de

catéter o del equipo de diélisis peritoneal. *
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2.8 Mecanismos de defensa en la cavidad peritoneal en pacientes en DPCA

La respuesta inicial del peritoneo a un estimulo inflamatorio consiste en la
aparicion de una hiperemia, un edema y una congestion vascular. A continuacion se
produce una trasudacion del liquido desde los espacios vascular e intersticial. La
respuesta puede ser estimulada mediante la liberacion de histamina, llevada a cabo por
los mastocitos peritoneales, cuando la membrana serosa resulta lesionada. El trasudado
es un liquido rico en proteinas que contiene fibrindgeno o fibrina. El peritoneo normal
posee una actividad fibrinolitica asociada a un activador de plasmindgeno existente en
las células mesoteliales. Sin embargo, la lesién del peritoneo provoca una inhibicion
inicial de la actividad fibrinolitica, la cual permite la aparicion precoz de adherencias

fibrinosas, que encapsulan y rodean la zona de la lesién inflamada. °.

Indiscutiblemente las defensas locales del huésped intervienen en el balance entre
la entrada de microorganismos a la cavidad abdominal y el desarrollo de peritonitis.
Como se ha dicho al entrar la solucion dialisante en la cavidad abdominal su primera
accion es diluir las cuentas de leucocitos y todos los demas aspectos relacionados con
los mecanismos de defensa del huésped, pero ademas compromete notablemente la
viabilidad y la funcion de todas las células peritoneales. Los macrofagos y los
polimorfonucleares son alterados, tanto en su estructura como en sus funciones
fagocitica, quimiotactica y bactericida. Asi mismo el dializado peritoneal afecta la

generacion de mediadores inflamatorios.

El liquido de diélisis fresco también interfiere en los mecanismos de defensa
humorales. La opsonizacion mediada por el complemento para E. coli y S. epidermidis
esta alterada, lo cual se relaciona con la incidencia de peritonitis. Asi mismo hay niveles
bajos de C; e IgG lo que refleja la baja capacidad opsonizante de la solucion de dilisis,
que junto con las inadecuadas cuentas de macrofagos obtenidas en estos liquidos
pueden predisponer a peritonitis. Por lo tanto el riesgo de desarrollar peritonitis depende
de la relaciéon existente entre la colonizacion del sistema de DPCA, la cantidad de
microorganismos que llegan a la cavidad abdominal por cualquier via y los mecanismos

de defensa del huésped.
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El liquido de dialisis peritoneal convencional es una solucion biocompatible que
tiene un pH acido, altas concentraciones de glucosa y lactato y la presencia de productos
de degradacion de la glucosa. Esta composicion no fisiologica afecta desfavorablemente
las defensas de la cavidad peritoneal y por lo tanto puede contribuir al desarrollo de la
peritonitis. Adicionalmente la produccion de citocinas inflamatorias y la quimiotaxis
por las células se ve notablemente afectado por el liquido de dialisis convencional, asi
como la obstaculizacion de la circulacion de los leucocitos en respuesta al estimulo

. 13,1426
infeccioso ™"

2.8.1 Caracteristicas fisiologicas de los Polimorfonucleares en la cavidad

peritoneal en pacientes en DPCA.

Se han realizado diferentes investigaciones para estudiar la funcionalidad de los
PMN en la cavidad peritoneal. Ya se menciond que hay una alteracion de la capacidad
fagocitica debido a la presencia del liquido de didlisis que tiene una hiperosmolaridad y
un pH no fisioldgico. Se estudio a las macrofagos peritoneales y su relacion con el
decremento de su funcionalidad en pacientes en DPCA, para esto se compararon el
efecto in vivo de los macrofagos de 8 pacientes que fueron sometidos a soluciones con
diferentes concentraciones de glucosa: 1.35% y 3.86% con pH de 5.0 y 7.0.
Posteriormente se aislaron los macréfagos del dializado de cada paciente y se estudio la
capacidad fagocitica; su accion microbicida y estallido respiratorio de los PMN. Se
reveld que el liquido de dialisis con pH de 5.0 inhibe la funcion de las células
fagociticas y los macrofagos expuestos a un pH de 7.0 tienen una respuesta fagocitica
mejor."*

En otro estudio se revelo también la actividad funcional de los macrofagos
peritoneales en 5 pacientes con dialisis peritoneal y 30 sujetos control. La fagocitosis de
particulas de latex por los macréfagos de los dializados fue significativamente mas bajo
comparados con los controles. Durante la peritonitis bacteriana se observd una
depresion en la actividad fagocitica44.

También se analizé también la inmunologia de la celularidad peritoneal después
de una peritonitis clinica. Se obtuvieron las células peritoneales de los liquidos de toda
la noche de un dia antes de la peritonitis y después de la peritonitis. La capacidad
fagocitica de los macrofagos peritoneales fue disminuida en 5 de 6 episodios con

peritonitis de los dias 2 y del dia 1, comparados con los macrofagos del control
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positivo. Estos resultados indican que la deficiencia fagocitica por macréfagos

peritoneales puede contribuir al desarrollo de la peritonitis en DPCA. *

2.8.2 Fagocitosis de los microorganismos.

La fagocitosis es un proceso dependiente del citoesqueleto de la célula que
consiste en el englobamiento de particulas grandes, cada fagocito utiliza varios
receptores de superficie para unirse a un microorganismo y extiende una proyeccion de
membrana en forma de copa alrededor del microorganismo.

Cuando la proyeccion prominente de la membrana celular se extiende mas alla
del diametro de la particula, la porcion superior de la proyeccion se (cierra) “abrocha”,
de forma que separa el interior de la proyeccion para formar una vesicula intracelular.
Esta vesicula, que recibe el nombre de fagosoma, contiene la particula extrafia
fagocitada y se separa de la membrana plasmatica. Los receptores de la superficie
celular de los fagocitos desempefian tres importantes funciones en el proceso de
fagocitosis que son:

1) Los receptores unen la particula a la membrana del fagocito.

2) Estos receptores hacen llegar sefiales de activacion, mediadas fundamentalmente por
proteinas G, que participan en la remodelacion de la membrana del fagocito, el proceso
de “abrochamiento” de la membrana en torno a la particula y la subsiguiente separacion
del fagosoma de la membrana plasmatica.

3) Estos mismos receptores, de nuevo actuando a través de las proteinas, ponen en
marcha las actividades microbicidas de los fagocitos, es decir, la formacion de
fagolisosomas y la generacion de radicales libres que se comentan més adelante.'!

(Ver figura 3.)

Fagocitosis

Fagosoma
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. Granulos Fagosoma Fagolisosoma

Fagocitosis Desgranulacion

Fig. 3. Fagocitosis de los microorganismos.

2.8.3 Destruccion de los microorganismos fagocitados.

La principal funcion efectora de los neutrofilos y los macréfagos es destruir los
microorganismos fagocitados mediante la fusion de los lisosomas con los fagososmas y
la produccion de las moléculas microbicidas. La fusion de los lisosomas con los
fagosomas conduce a la formacién de los fagolisosomas, en los que las enzimas
proteoliticas almacenadas en los lisosomas entran en contacto con los microorganismos
fagocitados y los destruyen. Los lisosomas de los neutrofilos son especialmente ricos en

elastasa, una serina proteasa de amplia especificidad.

Un segundo mecanismo microbicida que utilizan los macréfagos y los neutrofilos
activados es la conversion catalitica de oxigeno molecular en radicales libres
oxihalogenuricos, que son agentes oxidantes muy reactivos que destruyen los
microorganismos (y otras células). El principal sistema generador de radicales libres es
el sistema de la oxidasa fagocitica. La oxidasa es una enzima multisubunitaria que se
ensambla en los macréfagos activados en la membrana plasmatica y en la membrana
fagolisosdmica. La funcion de esta enzima consiste en reducir el oxigeno molecular a
productos intermedios reactivos de oxigeno que son toxicos para las bacterias .Los
macrofagos cuentan con un segundo sistema de generacion de radicales libres: la
sintasa de oxido nitrico inducible en una enzima citolitica que no existe en los
macrofagos en reposo pero que puede inducirse. El 6xido nitrico derivado de los
macrofagos se puede combinar con peréxido o superoxido de hidrogeno, generados por
la oxidasa fagocitica en los fagosomas acidos para producir radicales peroxinitrito, muy

. . . . 11’12
reactivos capaces de destruir los microorganismos
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2.9 Diagnostico microbioldgico del liquido de didlisis peritoneal

Una de las caracteristicas importantes para el diagnostico inicial de la peritonitis
es la turbidez del liquido de dialisis peritoneal’. Sin embargo se determiné que la
turbidez puede ser usada en criterios unicamente de diagnostico inicial de peritonitis,
debido a que el uso de terapia puede modificar el aspecto, pero la turbidez no significa

. . . 22
que pueda haber presencia de microorganismos.

La tincion de Gram positiva puede ser predictiva para el inicio de la terapia
antibacteriana empirica y se manifiesta en un 85% de los casos, debido a la baja
concentracion de microorganismos. Es de gran importancia la realizacion de la tincion y
su reporte inmediato para favorecer el tratamiento inicial y posteriormente cuando se
conozca el microorganismo y su antibiograma podrd modificarse ligeramente o
continuar la terapia, o bien no iniciar la terapia (debido a que el frotis nos puede revelar

la presencia de eosinéfilos).

Las causas de negatividad en los cultivos del liquido de dialisis peritoneal son:

;e . . . . . C g 18.19
técnicas y tiempos de cultivo inadecuados, microorganismos fastidiosos ™

17,47,48,49

, terapia
antibacteriana previa al cultivo

Se han desarrollado varias técnicas que demuestran las ventajas de utilizar
métodos diferentes al método convencional (tradicional) porque aumentan la
positividad de los cultivos. En un estudio que se realizé se compararon dos métodos:
utilizando el equipo Bactec contra el método convencional, se utilizoé el liquido de
dialisis peritoneal de 35 pacientes en DPCA con 67 episodios de peritonitis. En el
método convencional se usaron placas de agar sangre y caldo de tioglicolato, en el
Bactec se inoculd directamente dos alicuotas de 5 mL en dos botellas una para aerobios
y otra para anaerobios, fueron incubadas por 24 y 48 horas a 35°C por 7 dias. En el
método de la placa se centrifugaron 100mL del liquido por 15 minutos a 3000 rpm y se
inocul6 el sedimento del dializado con una asa calibrada a 0.01 mL y de 0.5 a 1 mL del
sedimento del dializado en caldo de tioglicolato. Las placas de agar sangre se incubaron
de un 5 a un 10% de CO; a 35°C por 7 dias. El caldo de tioglicolato se resembrd en

medio de agar sangre, cuando se observo por turbidez evidencia de crecimiento, después
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de 1 meses los resultados fueron los siguientes: 79% de microorganismos gram
positivos, 12% de gram

negativos y en todos los episodios de peritonitis solo en el 9% no hubo crecimiento de
bacterias. Los resultados de la comparacion de los métodos de cultivo fueron: para el
Bactec, los cultivos positivos fueron de 60 (90%) y 7 (10%) negativos; para el método
en placa fueron 42 (63%) positivos y 25 (37%) negativos.”’

La persistencia de los cultivos negativos puede deberse también a la presencia de
microorganismos fastidiosos, es decir microorganismos que requieren de medios
especiales y muy especificos para su crecimiento y que no son usados en las técnicas
convencionales, estos microorganismos pueden ser especialmente hongos o
micobacterias'®.

Otra causa puede ser la peritonitis eosinofilica que se describe con mas de 100
cosinofilos presentes por mm® en el liquido de diélisis peritoneal. En muchos de los
casos ocurre en las primeras 4 semanas de la insercion del cateter'”. También puede
haber cultivos falsos negativos debido a que los cultivos que se envian al laboratorio
pueden ser los recambios posteriores al de toda la noche y tienen menor tiempo en la
cavidad peritoneal, las concentraciones de bacterias es aun mas baja.”

El volumen de la muestra del liquido de dialisis es la causa principal de
negatividad. A volumenes bajos de liquido de dialisis la negatividad es mayor’’. El
volumen minimo necesario para la recuperacion adecuada de microorganismos es de 50
mL %

Lisis celular

Otros estudios han demostrado que el método de lisis celular favorece la
positividad de los cultivos de didlisis y la recuperacion de microorganismos, ayudando
a establecer el patdgeno natural, asi como la distincion entre los contaminantes que
estdn presentes en bajo numero. Una gran variedad de técnicas fisicas y quimicas
pueden romper a los fagocitos y aumentar la sensibilidad a los métodos de laboratorio

usados en la confirmacion del diagnostico de peritonitis en pacientes en DPCA*%.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es uno de los padecimientos mas
importantes en México y uno de los tratamientos sustitutivos renales; la Dialisis
peritoneal en su modalidad Continua Ambulatoria, predispone a la Peritonitis, que es
una complicacion frecuente en estos pacientes.®*3*.

Se ha observado que existe un alto indice de negatividad en los cultivos de liquido
de dialisis peritoneal en los pacientes con diagnéstico clinico de peritonitis (en la
bibliografia se reporta desde un 15 a un 45% de negatividad de los cultivos) , debido a
que los microorganismos patdgenos que desencadenan un proceso infeccioso
intrabdominal son fagocitados por células presentes en la inflamacion del peritoneo; los
polimorfonucleraes (PMN), ocasionan una baja recuperacion de bacterias y un alto
porcentaje de resultados falsos negativos en los cultivos, también depende el volumen
de liquido de diélisis y la técnica de cultivo utilizada, retrasando de manera importante

el tratamiento del paciente y por lo tanto su recuperacion.
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4. OBJETIVO GENERAL.

+  Comparar el cultivo de liquido de didlisis peritoneal mediante el método de
lisis celular por chogue osmético contra el método tradicional en pacientes con

peritonitis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

+  Determinar el namero de PMN presentes en el liquido de dialisis peritoneal de

pacientes con peritonitis.

Lisar a los polimorfonucleares y liberar a las bacterias que se encuentran dentro.

Identificar los microorganismos recuperados mediante la metodologia
tradicional y compararlos con los microorganismos recuperados por el método

de lisis celular.

24



5. HIPOTESIS.

Los cultivos de liquido de dialisis peritoneal con el método tradicional en su
mayoria son negativos (de un 15 a un 45%) debido a que los polimorfonucleares
fagocitan a las bacterias presentes. Al utilizar del método de lisis celular por choque
osmatico, se liberaran las bacterias incrementando el niUmero de microorganismos en el
liquido de didlisis. Por lo tanto la positividad de los cultivos en pacientes con

diagnostico de peritonitis se incrementard en comparacion con el método tradicional.
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6. DIAGRAMA DE FLUJO

Separacion de la muestra en dos partes ( 25 mL)

|

Conteo celular

Centrifugacion a 3000 rpm/20 min

|

Separacion del sobrenadante

Método Tradicional

Realizar frote “gota escurrida” y

Tincién de Gram

|

Cultivo en Agar Sangre, chocolate

Mac Conkey y Tioglicolato.

|

Identificacion

M¢étodo de Lisis Celular

|

Por cada 200 cel/mm?® /1 mL

de agua destilada estéril.

/

l

|

Agitar fuertemente 1 min.

(Vitek)

Tipo Tarjetas | SIn salina | Concentracion | Visu | Pruebas Sensibilidad
al 0.45% | Mac Farland al béasicas (ver método

color descrito)*

gram GPI, GPS | 1.8 mL 0.5 (80-88% T) | Rojo | Catalasa 200uL

positivos Hemolisis

gram GNI, 1.8 mL 1.0 (67-77% T) | Azul | oxidasa S50pL

negativos | GNS
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7. MATERIAL Y METODO

Producto Bioldgico.
102 muestras de liquido de didlisis peritoneal de pacientes adscritos al HR del IMSS
25.

Reactivos.

Solucion salina 0.45% Biomeriux Mexico

Agua destilada estéril

Equipo para Tincion de Gram. Delta diagnéstico

Tarjetas para identificacion Bacteriana (GPl, GNI Biomeriux México)
Tarjetas para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.( GPS, GNS Biomeriux
México)

Reactivo Kovacs

Oxidasa

Plasma

Peroxido de hidrogeno (H,0,)

Colorante vital Azul de UNNA

Medios de cultivo
Sélidos (Gelosa Sangre, Gelosa Chocolate, Agar MacConkey) Biomeriux México

Liquidos (Tioglicolato) Biomeriux México

Material

Frascos estériles para la recoleccion de la muestra
Asas bacterioldgicas

Pipetas estériles

Portaobjetos

Cubreobjetos

Céamara de Fush Rosenthal
Mechero Bunsen

Puntas amarillas

Cinta testigo

Tubos de ensayo 12x 75y 13x100
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Jarra generadora de CO,
Algodon
Gradilla

Equipo.

Centrifuga. Beckman model TJ-6 Centrifuge

Microscopio Carl-Zeiss

Incubadora bacteriologica. J.M.

Equipo de identificacion Bacteriana Vitek, Biomeriux México
Impresora: Epson Fx-890

Computadora: Samsung

Regulador: ISB Sola Basic.

Nefeldmetro MacFarland

Dispensador. Dispensette 111, cat. No. 4701130BM

Pipetas automaticas 10,50, 100 y 200 pL Mechanical Pipettors BIOHIT/490005-5

METODOLOGIA.

I. Recoleccidn de la muestra:

1. Las enfermeras encargadas del servicio de DPCA recolectaron con jeringas
estériles 50 mL de liquido de dialisis peritoneal en frascos estériles de pacientes
con diagndstico de peritonitis.

2. Depositaron 5 mL de liquido de dialisis en un tubo de ensaye de 13x100 para el
conteo celular

3. Etiquetaron las muestras y las llevaron al laboratorio inmediatamente para su

proceso.

I1. Conteo celular:
1. El tubo de ensaye de 13x100, que contenia liquido de didlisis se agito varias
veces para homogenizar la muestra.
2. Se midieron 100uL de liguido de dialisis en un tubo de ensaye de 12x75.
3. Se midieron 10pL de colorante vital azul de UNNA en el tubo anterior de
12x100.
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Se mezcla perfectamente y se monto la preparacion en una camara de Fush-
Rosenthal.

Se dejé reposar 3 minutos en la camara.

Se realizd la cuenta celular en objetivo de 10 contando todas las células de los

16 cuadrantes de la cdmara.

I11. Preparacion de la muestra y Cultivo del liquido.
METODO TRADICIONAL.

1.

El liquido de diélisis se dividié por partes iguales (25 mL) en otro frasco estéril
y ambos frascos se centrifugaron a 3000 rpm durante 20 min. Etiquetandose
como frasco 1 (Método Tradicional) y frasco 2 (Método de lisis).
Se separd el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril, dejando en el frasco 1
aproximadamente 10 mL del sedimento.
Se agito ligeramente el frasco 1 y se tomd una gota de este sedimento con la
pipeta Pasteur y se realizd un frote en un portaobjetos perfectamente limpio por
“gota escurrida”.
se realizo la tincion de Gram al frote preparado.
Se tomo una gota del liquido de dialisis y se sembré en el medio de Tioglicolato.
Se tomo una gota del liquido de dialisis para cada uno de los medios de cultivo
solidos: Gelosa sangre, Gelosa chocolate y Agar MacConkey , se dejo secar la
gota y después se estrid en cuatro cuadrantes.

Los medios de cultivo se incubaron a 37°C en atmosfera parcial de CO, AL 5%
excepto el caldo tioglicolato y el agar MacConkey; estos se incubaron a 37°C sin
atmosfera parcial de CO,

Después de 24 horas, se revisaron los cultivos y el caldo. Los cultivos en caja se
incubaron hasta por 72 horas antes de descartar como negativos y el caldo hasta

después de siete dias.

METODO DE LISIS CELULAR.

1.
2.

El frasco 2 de la muestra se centrifugd a 3000 rpm durante 20 min.

Se separ0 el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril, dejando en el frasco 2
aproximadamente de 5 a 10 mL del sedimento.

De acuerdo a la cantidad de células contadas se adicion6 1 mL de agua

destilada estéril por cada 200 células/mm? .
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Se agito6 fuertemente durante un minuto.

Se tom6 una gota del liquido lisado y se sembré en el medio de Tioglicolato.

Se tom6 una gota del liquido lisado para cada uno de los medios de cultivo
solidos: Gelosa sangre, Gelosa chocolate y Agar MacConkey , se dej6 secar la
gota y después se estrio en cuatro cuadrantes.

Los medios de cultivo se incubaron a 37°C en atmdsfera parcial de CO, AL 5%
excepto el caldo tioglicolato y el agar MacConkey; estos se incubaron a 37° C
sin atmdsfera parcial de CO,

Después de 24 horas, se revisaron los cultivos y el caldo. Los cultivos en caja se
incubaron hasta por 72 horas antes de descartar como negativos y el caldo hasta

después de siete dias.

Identificacion y Sensibilidad bacteriana: Método de Lisis celular y Método

Tradicional:

Nota: Se utilizd equipo automatizado para identificacion y sensibilidad bacteriana

(Vitek, Biomeriux México

1.

Se seleccionaron las colonias aisladas de los medios de cultivos, asi como de las
resiembras.

Se identificdé mediante tincion de Gram los microorganismos de las colonias
seleccionadas para poder asi elegir las tarjetas GPl y GPS para los

microorganismos Gram positivos y GNI y GNS para los Gram negativos.

V. Preparacion de la muestra para identificacion en el Vitek:

1.

Se calibrd el Nefelémetro de MacFarland con cristal violeta 0% de transmitancia
y solucién salina para 100% de transmitancia.

Se midieron con el dispensador automatico tubos de ensaye de 12x75, 1.8 mL
de solucion salina al 0.45%.

Se selecciono la colonia ya identificada por tincion de Gram y se hizo una
suspension de bacterias. Si es gram positivo la turbidez debe ser de 0.5 en la
escala de MacFarland es decir 80-88% de transmitancia y visualmente la linea

llega al color rojo, si es gram negativo la turbidez debe ser 1.0 en la escala de
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MacFarland es decir a 67-77% de transmitancia y visualmente la linea llega al
color azul.

En otro tubo que corresponde a el mismo microorganismo pero marcado para la
prueba de sensibilidad se colocan 1.8 mL de solucion salina al 0.45%.

Se toma la suspension correspondiente al microorganismo y con pipeta
automatica se adicionan 200 pL para los gram positivos y 50mL para los gram
negativos.*

Se identifican las tarjetas correspondientes tomando en cuenta las pruebas
realizadas con anterioridad (catalasa y hemdlisis, pruebas bésicas) para los

microorganismos gram positivos y oxidasa para los gram negativos.

PRUEBAS BACTERIOLOGICAS UTILIZADAS:

Tincién de Gram:

1.

© o N o kDN

Fijar a la flama el frote.

Agregar Cristal Violeta sobre el frote.
Esperar un minuto.

Enjuagar con agua corriente.

Agregar Yodo-lugol y esperar un minuto.
Enjuagar con agua corriente.

Afadir durante 1 segundos alcohol acetona.
Enjuagar con agua corriente.

Agregar safranina y esperar 30 segundos a un minuto.

10. Enjuagar con agua corriente.

11. Esperar a que se seque y observar en el microscopio con el objetivo de 100x.

Catalasa:
1. En un portaobjetos limpio se coloca una pequefia gota de peréxido de hidrogeno
(H20,) al 3%.
2. Con una asa bacterioldgica se selecciona la colonia y se toma una pequefia
cantidad de ésta.
3. Se coloca en la gota de H,O, al 3% y se observa: si existe “burbujeo” (liberacion

de O,) la prueba es positiva.
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4. Se realiza el control positivo con S. aureus y como control negativo

Streptococcus sp.
Coagulasa:

1. Enun tubo de 12x75 se colocan de 0.5 a 1 mL de plasma.

2. Se selecciona la colonia y con el asa bacterioldgica se toma una porcion y se
resuspende en el plasma.

3. Se incuba a 37° C y en una hora o al siguiente dia si se observa coagulo la
prueba es positiva.

4. Como control positivo se uso S. aureus y como control negativo S. epidermidis.

Oxidasa: (discos impregnados con oxidasa).

1.

Se selecciona la colonia, generalmente microorganismos gram negativos. Y con
una asa bacteriolégica se impregna en el disco de oxidasa.

Si la coloracion es intensa (rosa mexicano) la prueba es positiva.

Se colocan controles: positivo, Pseudomonas aeruginosa Yy negativo,

Escherichia coli.

Tubo germinativo:

1.

En un tubo de 12x 75 se midi6 0.5 a 1 mL de suero , de preferencia que
contenga cifras elevada de glucosa.

Se selecciond la colonia identificada en el Gram como levadura y se suspendid
en el suero.

Se incubo durante 24 horas a 37° C .

Se prepard un frote en fresco y se observo a 40x.

Si se observa desarrollo del tubo germinativo de la levadura la prueba es positiva
a Candida albicans , si no desarrollo el tubo germinativo se reporta como

Candida spp.

Analisis estadistico:

En ambos métodos se utilizd una comparacion de proporciones, se realizd un

calculo de sensibilidad y especificidad, valor predictivo negativo, valor predictivo
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positivo mediante el uso de una tabla de 2x2, tomando como estandar de oro la prueba

tradicional.
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8. RESULTADOS.

En las figuras siguientes se observan frotes con Tincion de Gram de los
liguidos de dialisis peritoneal donde se indica por las flechas a los

polimorfonucleares fagocitando microorganismos.

Tincién de Gram.

Figura 4. Se observan Polimorfonucleares (PMN) y Mononucleares, microorganismos

fagocitados: Levaduras.
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Tincion de Gram.

Figura 5. Se observa una celularidad de 90% de Polimorfonucleares (PMN) vy

bacterias fagocitadas (cocos gram positivos).
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Se analizaron 102 muestras de liquido de dialisis peritoneal en pacientes en DPCA

con diagndstico de peritonitis.

En la tabla 1 se observan el nimero de cultivos positivos obtenidos por el

método de lisis celular; el aspecto fisico del liquido de dialisis en su mayoria fue turbio,

solo algunos liquidos son ligeramente turbios y transparentes. El conteo celular en casi

todas las muestras es mayor a 100 cel/mm® que es un dato diagndstico de una peritonitis

y en el aislamiento se observa que el tipo de microorganismos fue gram positivo en un

80%, siendo el S. aureus el que se encuentra en mayor porcentaje de aislamiento

(Grafica 1).

Tabla 1. Cultivos positivos con el método de lisis celular.

No.
No. Muestra Aspecto Células/mm? Microorganismo
1 turbio 325 Candida albicans
2 lig. turbio 1407 S. aureus
3 lig. turbio 348 S. intermedius
4 turbio 335 K. pneumoniae
5 turbio 385 Corynebacterium sp
6 turbio 663 S. aureus
7 transparente neg S. coagulasa negativo
8 turbio 585 S. aureus
9 turbio 2600 S. pneumoniae
10 turbio 4600 S. aureus
11 turbio 38500 E. coli
12 turbio 5850 S. aureus
13 lig. turbio 1890 S. coagulasa negativo
14 turbio 693 S. coagulasa negativo
15 turbio 124 S. coagulasa negativo
16 turbio 677 S. coagulasa negativo
17 transparente neg S. coagulasa negativo
18 turbio 500 S. aureus
19 turbio 2860 S. aureus
20 turbio 825 S. aureus
21 turbio 352 S. pneumoniae
22 transparente 165 S. aureus
23 turbio 3927 S. aureus
24 turbio 324 Candida albicans
25 turbio 1056 Corynebacterium sp
26 turbio 682 S. coagulasa negativo
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No. Muestra Aspecto No. Microorganismo
Células/mm’®

27 turbio 4800 S. coagulasa negativo
28 turbio 1025 E. coli
29 turbio 985 Corynebacterium sp
30 lig. turbio 10 Candida albicans
31 lig. turbio 2 Corynebacterium sp
32 turbio 3700 K. pneumoniae
33 lig. turbio 239 S. aureus
34 turbio 100 S. epidermidis
35 turbio 1309 S. aureus
36 turbio 1595 E. coli
37 turbio 1127 Corynebacterium sp
38 lig. turbio 330 S. epidermidis
39 turbio 319 S. epidermidis
40 turbio 2319 S. haemolyticus
41 turbio 55000 Candida albicans
42 turbio 2035 S. saprophyticus
43 turbio 169 Micrococcus sp
44 turbio 550 S. epidermidis
45 turbio 1155 Streptococcus bovis
46 lig. turbio 797 Corynebacterium sp
47 lig. turbio 951 S. haemolyticus
48 turbio 1342 S. epidermidis
49 turbio 550 Micrococcus sp
50 turbio 156 S.aureus
51 lig. turbio 552 S. epidermidis
52 turbio 3696 S.aureus
53 turbio 184 Pseudomonas sp
54 lig. turbio 112 Candida albicans
55 turbio 506 S. epidermidis
56 turbio 1815 Candida albicans
57 turbio 1400 S. aureus
58 turbio 399 Sthapylococcus sciuri
59 turbio 15840 S.aureus
60 turbio 459 Entococcus faecalis
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Gréfica 1. Microorganismos aislados con el método de lisis celular (Sep 2005- Enero
2006)
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En la tabla 2 se observa el nUmero de cultivos positivos obtenidos por el método

Tradicional; el aspecto fisico del liquido de dialisis en su mayoria también fue turbio.

El nimero de células, en casi todas las muestras del liquido son mayores a 100 cel/mm

3

y en el aislamiento se observa que la gran mayoria de los microorganismos fueron

gram positivo al igual que en el de Lisis, siendo el estafilococo coagulasa negativa el

que se encuentra en mayor porcentaje de aislamiento (Gréfica 2).

Tabla 2. Cultivos positivos con el método tradicional.

No. Muestra Aspecto No. Células/mm?® Microorganismo
1 turbio 325 Candida albicans
2 lig. turbio 1407 S. aureus
3 lig. turbio 348 S. intermedius
4 turbio 335 K. pneumoniae
5 turbio 663 S. aureus
6 turbio 2600 S. pneumoniae
7 turbio 4600 S. aureus
8 turbio 38500 E. coli
9 turbio 5850 S. aureus
10 lig. turbio 1890 S. coagulasa negativo
11 turbio 2860 S. aureus
12 turbio 3927 S. aureus
13 turbio 324 Candida albicans
14 turbio 1056 Corynebacterium sp
15 turbio 682 S. coagulasa negativo
16 turbio 1025 E. coli
17 turbio 3700 K. pneumoniae
18 lig. turbio 239 S. aureus
19 turbio 100 S. epidermidis
20 turbio 1595 E. coli
21 lig. turbio 330 S. epidermidis
22 turbio 319 S. epidermidis
23 turbio 2319 S. haemolyticus
24 lig. turbio 951 S. haemolyticus
25 turbio 1342 S. epidermidis
26 lig. turbio 552 S. epidermidis
27 turbio 3696 S.aureus
28 lig. turbio 112 Candida albicans
29 turbio 1815 Candida albicans
30 turbio 399 Sthapylococcus sciuri
31 turbio 15840 S.aureus
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Gréfica 2. Microorganismos aislados con el método Tradicional. (Sep 2005- Enero
2006)
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En las graficas 3y 4 se representan el resultado obtenido de los cultivos, con el método

tradicional y por el método de Lisis celular respectivamente.

Grafica 3. Positividad del método tradicional. (Sep 2005- Enero 2006)
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Grafica 4. Positividad del Método de Lisis celular. (Sep 2005- Enero 2006)
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Al comparar el porcentaje de cultivos positivos de cada método se obtiene la

grafica 5

Gréfica 5. Comparacion del porcentaje de positividad de los cultivos obtenido por

ambos métodos.
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Método
de

Lisis

ESPECIFICIDAD

Meétodo Tradicional

TABLA DE 2X2 PARA EL CALCULO DE LA SENSIBILIDAD Y

Cultivos Cultivos
Positivos Negativos
Cultivos 31 29 60
Positivos
Cultivos 0 42 42
Negativos
31 71 102

Método de Lisis celular

Sensibilidad: 100%
Especificidad: 59%
VP, =52%

VP.= 100%

VP, = Valor predictivo positivo

VP. = Valor predictivo negativo.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS.

La turbidez del liquido de didlisis es una de las caracteristicas que se toman en
cuenta para el diagnostico de peritonitis®, la mayoria de los liquidos de dialisis
peritoneal analizados fueron turbios. Sin embargo, hubo algunos liquidos con aspecto
ligeramente turbio y transparente que contenian células cuyos resultados fueron
positivos por el método de lisis celular. La turbidez presentada por algunos liquidos no
siempre estuvo relacionada con el nimero de células, debido a esto se analizaron todos
los liquidos de pacientes con diagnostico de peritonitis. En los resultados obtenidos dos
liquidos con aspecto transparente y sin celularidad dieron cultivos positivos, esto puede
explicarse por el manipuleo del catéter y la falta de asepsia durante el procedimiento.
Por otra parte algunos liquidos que tenian cuentas muy bajas de células (menor a

100/mm?®) dieron cultivos positivos, puede explicarse por lo antes mencionado.

La cuenta celular, que de acuerdo a la bibliografia es uno de los criterios méas
importantes en el diagndstico de la peritonitis debe ser mayor a 100 cel/mm?® y tener

mas del 50% de Polimorfonucleares PMN en la cuenta diferencial®?®

, se cumplieron en
casi todos los liquidos analizados. Pero también se observa que existen muchos
liquidos con cuentas mayores de 100cel/mm?® y cuyos resultados fueron negativos por
ambos métodos. Esto se puede deber a que la celularidad no siempre va acompafiada de

una infeccion sino que también se altera en un proceso inflamatorio.

Es muy importante considerar la concentracion de los microorganismos que se ve
afectada por la dilucion que existe en la cavidad peritoneal al infundir la solucién
dializante que va de 1500 a 2000 mL. También el namero de recambio de liquido de
didlisis es importante, normalmente los cambios se realizan cada 4 horas durante el
dia"® y sélo durante la noche el liquido instilado tarda més tiempo en la cavidad
peritoneal por lo que puede que la concentracién de microorganismos sea mayor.
Entonces es interesante hacer notar que la toma de muestras de ser posible siempre sea

la primera de la mafiana.

La cavidad peritoneal posee en si los mecanismos de defensa normales y la
instilacion constante de liquido de dialisis que es hiperosmolar provoca un desgaste

celular, por lo cual resulta un factor predisponente para una peritonitis**. Ademés el
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liquido de didlisis por su pH 5 que no es fisioldgico y por su hiperosmolaridad con
concentraciones de glucosa de 1.5%, 2.5% o0 4.25% provocan modificaciones en las
células de defensa y entonces la capacidad fagocitica y la actividad bactericida se ven

afectados>>®

por lo que se sugiere que el peritoneo compensa esta disminucion
produciendo a su vez PMN con una actividad exacerbada. Es la razén a lo observado en
la tincion de Gram (figura 3 y 4) microorganismos de naturaleza intracelular. Por tanto
la tincion de Gram es una herramienta basica y fundamental en la Microbiologia que
nos permite dar un informe preliminar para el inicio de la terapia antimicrobiana

empirica 2.

Los microorganismos aislados en lo liquidos (Tabla 1y 2 ) son los que mas

cominmente se encuentran en las peritonitis™*>

y estos fueron en su mayoria
microorganismos de la flora normal de la piel debido por un manejo inadecuado en el
cambio de liquido por el cual penetra el microorganismo. Se ha demostrado que los
microorganimos de mayor prevalencia son de tipo gram positivo, lo cual concuerda con
el presente estudio, siendo el estafilococo coagulasa negativa y el Staphylococcus

aureus los de mayor incidencia®.

Llama la atencién la presencia de los dos aislamientos en los liquidos de dialisis
de Streptococcus pneumoniae, este microorganismo puede transmitirse en pacientes

que tengan contacto con personas que tengan neumonia*®*

, 0 bien que sean portadores
asintomaticos .
De acuerdo a nuestro estudio todas fueron causantes de peritonitis, todas consideradas

altamente patogenas.

El volumen del liquido es importante en este estudio, se utilizd lo recomendado
por la bibliograffa, 50 mL?* porque hay una mayor concentracién de microorganismos y
la recuperacion puede ser mas factible por ambos métodos. La lisis celular libera a las
bacterias pero también diluye ligeramente el centrifugado del liquido, la cuenta de
colonias aisladas puede llegar a ser minima, sin embargo es suficiente para la
identificacion. Al no dar este tratamiento previo (Método tradicional), el porcentaje de

positividad es menor (30%)
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En cambio por el método de Lisis celular fue de 59%, es decir aproximadamente

un 50% mas de positividad en los cultivos.

De acuerdo a la tabla de 2x2 la técnica propuesta por el presente estudio
“LISADO CELULAR?” tiene una Sensibilidad del 100%, una Especificidad del 59%,
Valor predictivo positivo (VP.) del 52% y valor predictivo negativo (VP.) de 100%; por

lo que resulta ser una técnica mucho mas sensible a la técnica Tradicional
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10. CONCLUSIONES

El método de Lisado celular por choque osmético, libera los microorganismos
fagocitados presentes en el liquido de didlisis peritoneal. Esto favorece la obtencién de
cultivos positivos (59%), incrementandose hasta en un 50% respecto al método

Tradicional (30%).
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11. PROPUESTAS

Realizar la cuenta celular del liquido de didlisis en el area de Microbiologia.

e Recolectar durante el primer recambio de la mafiana la muestra de liquido de

dialisis del paciente con peritonitis, con el volumen minimo de 50 mL.

e Los resultados de la tincion de Gram deben informarse inmediatamente porque

con ello se inicia la terapia empirica.

e Implementar la técnica de Lisado celular en el HR. No. 25 del IMSS y en los
laboratorios de Microbiologia donde haya pacientes en Didlisis peritoneal
Continua Ambulatoria (DPCA)

e Centrifugar el Lisado celular para obtener una mayor concentracion de las

bacterias y que no se vea diluida por el agua estéril adicionada y asi obtener una

mayor cantidad de colonias.
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11. ANEXOS

1.1 TECNICA DE LA DIALISIS PERITONEAL DEL HR No. 25 IMSS.

Precauciones

Notas:

e Cerrar puertas y ventanas
e Revisar manos y ufias cortas, sin reloj, pulseras, anillos.
e Colocar cubrebocas al familiar y paciente

Técnica de lavado de manos*. esto es, hacer mucha espuma, de preferencia usar
jabon liquido, y lavar dedo por dedo, palmas, dorso y mufiecas. Si se cuenta con
Ilave mucho mejor, enjuagar las manos de adentro hacia fuera.

Técnica de secado de manos**. Se secan las manos con una toalla limpia o una
prenda que absorba perfectamente, que no deje pelusa y se deberan secar las
manos dedo por dedo, dorso y mufiecas.

Metodologia:

=

o ~

10.
11.

12.

Lavar manos en forma normal, y con técnica* Secar las manos con técnica**

En una mesita, exclusivamente para colocar el material de la dialisis, se debera
limpiar con un trapo limpio y jabon liquido de adentro hacia fuera.

Dividir la mesa en dos partes, una donde se colocara el material ya usado que se
denominara como parte sucia o0 contaminada y la otra donde se cologue las cosas
limpias o0 no contaminadas.

Preparar el siguiente material: Un frasco de torundas con alcohol, jeringa con
aguja, 2 minicaps (tapones para la linea de dilisis), pinzas, heparina y la bolsa
de dialisis. Se debera revisar siempre fecha de caducidad y que no tenga algln
problema. De la bolsa de dialisis se debera revisar que no tenga fugas, que sea
de la concentracion que se requiere, también revisar la temperatura, esta debera
estar a temperatura ambiente, puede calentarse un poco a 37° C. Las
concentraciones de la dextroxa se puede verificar con el color. Si es amarillo el
tapon la concentracion es de 1.5%, verde para 2.5% y rojo para 4.5%, lo trae
indicado también asi en la misma bolsa.

Se abre la bolsa con las pinzas y se retira del pléstico que la contiene, se coloca
ahora del lado derecho (parte limpia), se revisa tanto la canula como el puerto.
Se prepara para inyectar la heparina, se limpia con una torunda el puerto asi
como el medicamento, esto de una sola vez.

Se toma un mL con la jeringa y se inyecta al puerto.

Se despega la linea y la bolsa gemela.

Se prepara al paciente, se le coloca en sus piernas un lienzo limpio y se saca de
su cangurera la linea. La cangurera sera una tela que se adapte al paciente en el
abdomen para guardar la linea, para que esta no este colgando y se mueva.

Se lava las manos con técnica*

Se conecta al paciente tomando la linea del paciente hacia abajo, se toma la linea
de la bolsa y se conecta, la linea del tapdn debe estar hacia abajo y asi conectar.
La bolsa de dialisis se cuelga, se agita perfectamente por el medicamento.
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13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Abrir la canula para drenar hasta 45 minutos

Una vez drenado cerrar la llave, pinzar la linea de arriba. Se debe romper la
canula de desecho y después pinzarla.

Abrir la llave para recibir el liquido nuevo, aproximadamente de 7 a 15 minutos.
Una vez drenado el liquido al interior del peritoneo cerrar la llave y pinzar.
Revisar y abrir los minicaps, debera tener isodine y su esponjita.

Lavar las manos con técnica*

Poner el minicaps, no rebasar la rosca de conexion.

Colocar la linea del paciente en su cangurera.

Recoger el material, desechar en la basura y revisar el color del dializado

si el paciente presenta sintomas de peritonitis acudir inmediatamente al servicio
de urgencias de DPCA de la clinica 25. Dolor abdominal, fiebre, dializado
turbio.

11.2. COMPONENTES DE LA SOLUCION DE DIALISIS PERITONEAL.

Electrolitos

Sodio: se encuentra en una concentracion de 120 a 140 mEqg/L
Potasio: 35 a 40 meqg/L

Magnesio: 0.5 meg/L

Calcio: 3.5 mEq/L

Buffer

Mezcla racémica de L-Lactato. El lactato bien en mezcla racémica D-L o en forma de L,

exclusivamente a una concentracion de 35 o 40 mEg/L es el buffer méas utilizado

actualmente. Pero estas soluciones representan algunos problemas entre los que

destacan: a) su presencia junto al pH bajo (5.3) tienen efectos nocivos sobre las células

mesoteliales y macréfagos peritoneales.

1,78

Agentes osmoticos

Glucosa

Aminoécidos!
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Solucidn dializante
CONTENIDO DE LAS BOLSAS PARA EL DIALIZADO PERITONEAL. (Baxter)

Cada 100 mL contiene:
Dextrosa: 1.5% 6 2.5% ¢ 4.25% (indicado por el nefrélogo)

e Glucosa monohidratada 1.5 g.

e 538mg Cloruro de sodio

e 25.7mg cloruro de calcio dihidratado
e 508mg Cloruro de magnesio hexahidratado
e 448 mg Lactato de sodio

e Agua inyectable cbp 100 mL

e pH.5.0-5.6

e 132 meg/L Sodio

e meg/L Calcio

e 0.5 meg/L Magnesio

e meg/L Cloruro

e 40 miliosmoles Lactato aprox/litro.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS.

ATP Adenosin Trifosfato

DP Diélisis peritoneal

DPCA Diélisis peritoneal continua ambulatoria

DPCC Didlisis peritoneal ciclica continua

DPI Dialisis peritoneal intermitente

ERC Enfermedad Renal Cronica

GNI Tarjeta Vitek para identificacion de microorganismos Gram
Negativos

GNS Tarjeta Vitek para sensibilidad de microorganismos Gram Negativos

GPI Tarjeta Vitek para identificacion de microorganismos Gram positivos

GPS Tarjeta Vitek para sensibilidad de microorganismos Gram positivos

HR Hospital Regional

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

IRC Insuficiencia Renal Cronica

min minuto

mL mililitro

mm milimetro

PMN Polimorfonuclear

rpm Revoluciones por minuto

SD Solucidn de diélisis

seg segundo

UNNA Colorante vital para conteo celular.
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