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Introduccion

La necesidad de crear o mejorar las técnicas para el tratamiento de enfermedades ha
generado un vinculo entre la fisica y la medicina. En este contexto se encuentra la aplicacion
de las ondas de choque para el tratamiento de calculos renales. Esta técnica, no invasiva, es

conocida como litotripsia extracorporal o litotricia extracorpdrea por ondas de choque.

En este trabajo se estudio el efecto de las ondas de choque generadas por dos tipos de
litotriptores sobre microorganismos suspendidos en calculos renales artificiales. El objetivo
general del trabajo es investigar si un tratamiento de litotripsia extracorporal puede
inactivar, de manera significativa, microorganismos suspendidos en calculos renales
artificiales, y asi verificar el potencial de las ondas de choque como método bactericida de

interés clinico.

En los dos primeros capitulos se describe la generacion de ondas de choque por
rompimiento eléctrico en agua y por sistemas piezoeléctricos, asi como su interaccion con
un objeto sumergido en agua o en alguna sustancia o material con propiedades acusticas
similares (por ejemplo tejido biologico). Cabe mencionar que debido a la complejidad
del fenomeno, no se cuenta ain con un modelo tedrico capaz de describir con detalle
dicha interaccion. Asimismo, se presentan las principales caracteristicas de los litotriptores
utilizados en el desarrollo experimental de la tesis. Posteriormente, se ilustran aspectos
basicos relacionados con urologia que van desde la morfologia y fisiologia del riidn hasta la
litiasis renal infecciosa. En el capitulo tres, se trata el desarrollo experimental de la tesis.
Los resultados se presentan en el capitulo cuatro. Finalmente, se mencionan la discusion y

las conclusiones generales.

El presente trabajo experimental se desarrolld en el Laboratorio de Ondas de Choque del
Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada de la UNAM, con financiamiento de la
DGAPA (proyecto IN 101202), bajo la asesoria del Dr. Achim M. Loske Mehling, del M.
en C. Ulises Mora Alvarez y la Dra. Carmen Wacher Rodarte, de la Facultad de Quimica de
la UNAM vy el Dr. Eduardo Castano Tostado, de la Facultad de Quimica de la UAQ.



Antecedentes y justificacion

La mayoria de los fluidos bioldgicos que constituyen el medio liquido del cuerpo humano
son sistemas metaestables, que acabarian generando cristales si permanecieran en un tiempo
infinito confinados en sus respectivas cavidades sin movimiento o con poco movimiento. La
formacion de cristales no es un proceso facil, de manera que si el fluido se renueva en un
tiempo suficientemente breve los cristales no se desarrollaran. Para evitar la precipitacion
cuando ésta no es deseada, la naturaleza ha desarrollado diferentes estrategias, siendo una de
las mas interesantes aquella que implica la presencia de sustancias naturales que impiden o
retrasan el desarrollo de los cristales (inhibidores de la cristalizacion). La litiasis urinaria es
un proceso patoldgico que se da como consecuencia de la combinacion de diversos factores
que aceleran la formacion de cristales en la orina antes de que ésta abandone el sistema
urinario. Cualquier circunstancia que aumente la saturacion, disminuya los inhibidores de la
cristalizacion o facilite los procesos de nucleacion cristalina, puede favorecer el desarrollo
de calculos renales [1]. Mas aun, las infecciones del tracto urinario promueven la formacion
de célculos renales infectados, representando aproximadamente el 15% de todos los casos de
litiasis urinaria, lo cual hace que sean un grupo importante y representativo [2]. El término
“calculo renal infectado” se conoce también con los nombres de: calculo de estruvita,

calculo de ureasa o célculo de triple-fosfato [3].

La presencia de obstruccion por calculos en asociacion con una infeccion urinaria requiere
su inmediato alivio por cualquier intervencion urologica. El tratamiento antimicrobiano en
pacientes con infeccion de vias urinarias no siempre ofrece una supresion completa por
aislarse microorganismos diferentes dentro del calculo renal [4]. El objetivo de la
intervencion debe ser la erradicacion de la infeccion y la desaparicion del célculo con la
preservacion de la unidad renal. Hoy en dia los tratamientos preferidos son la cirugia
percutanea y la litotripsia extracorporal por ondas de choque (LEOCH), también
denominada litotricia extracorporea. Estas técnicas pueden acompanarse de diferentes
tratamientos para prevenir la infeccion recurrente y la formacion subsecuente del célculo.

De hecho, en la actualidad, la LEOCH es qtil para resolver 6 complementar el tratamiento



del 80% de los calculos renales y ureterales, convirtiéndose en el principal recurso

terapéutico en el campo de la litiasis urologica [5].

Se ha reportado que la distribucion de bacterias dentro de los calculos de estruvita es
relativamente uniforme y que las bacterias dentro de los intersticios del célculo son
considerablemente resistentes. Estudios mostraron que entre el 70% y el 90% de la
remocion de célculos de estruvita por cirugia abierta genera bacteriuria (bacterias en la

orina) persistente post-intervencion [3].

Los calculos de estruvita y apatita son susceptibles a la pulverizacion mediante LEOCH. No
obstante, se ha generado controversia en cuanto a las implicaciones bacteriologicas que
puede tener dicha técnica. En estudios realizados en casos clinicos, Michaels, et al. [6]
observaron disminuciéon en la incidencia de bacteriuria después de la aplicacion de
tratamientos con LEOCH. Reportaron que la combinacion de LEOCH y antimicrobianos
reducia la recurrencia de infecciones urinarias asociadas con calculos infectados. Pode, et al.
[7] reportaron que la disminucion en la incidencia de infecciones urinarias post-LEOCH se
presentaba mayormente cuando los calculos renales infectados tenian un didmetro menor
que 2 cm. Lo anterior sugiri6 que en calculos con un didmetro mayor que 2 cm, resultaba
mas probable que algunos fragmentos después de la aplicacion de tratamientos con LEOCH
no se eliminaran, lo cual conllevaba a la reincidencia de infecciones urinarias [8,9,10]. Bajo
ese esquema, algunos autores [11,12] han sugerido que el uso de antibidticos profilacticos
es necesario en la presencia de céalculos mayores que 2 cm de didmetro y/o cuando existe
algn tipo de cuadro infeccioso urinario, antes de un tratamiento con LEOCH. Por otra
parte, se ha descartado el riesgo de bacteremia (bacterias en la sangre) asociada a los

tratamientos con LEOCH [13,14].

Tomando como base la inactivacion microbiologica parcial en solucion salina mediante
ondas de choque [15,16,17,18], en esta tesis se investiga si un tratamiento de litotripsia
extracorporal — en principio - puede inactivar microorganismos contenidos en un calculo
renal. Esto es, se busca determinar la viabilidad de los microorganismos suspendidos en

calculos renales, asociada a los efectos de las ondas de choques.



Capitulo 1 Litotripsia extracorporal
1.1 Introduccion

La litotripsia extracorporal por ondas de choque consiste en la generaciéon y
concentracion de ondas de choque propagandose en agua para su aplicacion en la
fragmentacion de calculos renales. En este capitulo se detalla la generacion de ondas de
choque por rompimiento eléctrico en agua y mediante un arreglo de cristales
piezoeléctricos, asi como las caracteristicas principales de los litotriptores utilizados en el
desarrollo experimental de esta tesis: el generador de ondas de choque experimental
MEXILIT 11 y el litotriptor piezoeléctrico Piezolith 2300. Ademas se describe la
interaccion de una onda de chogue con un objeto sumergido en agua o en alguna sustancia
o material con propiedades acusticas similares (por ejemplo tejido biolégico). Como ya se
menciono, no se cuenta aun con un modelo tedrico capaz de describir con detalle dicha

interaccion.

1.2 Antecedentes historicos

La introduccion de la fragmentacion por ondas de choque en el campo de la litiasis urinaria
es una de las mayores aportaciones terapéuticas en la historia de la urologia. Cuando E.
Schmiedt y los investigadores de Dornier iniciaron en 1963 sus experimentaciones sobre
generacion y transmision de las ondas de choque, desconocian hasta qué punto se iban a
modificar los patrones terapéuticos establecidos en la década de los 80. En los afios 70
comenz6 una intensa investigacion experimental sobre la utilidad y los efectos colaterales
de las ondas de choque. Se valoraron los efectos sobre distintos dérganos y tejidos in vitro y
en modelos animales. En 1980, Chaussy et al. trataron con éxito al primer paciente
mediante LEOCH. En 1982 se present0 la primera serie amplia, con buenos resultados
clinicos. Con el desarrollo del litotriptor Dornier HM-3 (Human Model) se inicio en 1983
la creacion de unidades de LEOCH y se empez0 a extender como un procedimiento comun
dentro del tratamiento de la litiasis. Este proceso culminé con la aprobacion por la “Food
and Drug Administration” de los Estados Unidos (FDA) (1984) para la utilizacion del

equipo Dornier HM-3. Las nuevas aportaciones técnicas en esta Gltima década (litotriptores
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de tercera generacion, nuevas variedades de generacion de ondas de choque, etc.) han
consolidado el uso de la litotripsia extracorporal. En la actualidad la LEOCH es el principal

recurso terapéutico en el campo de la litiasis uroldgica [5].

1.3 Ondas de choque

El término onda de choque es la propagacion de un frente de choque, caracterizado por un
cambio subito del estado termodinamico del medio. Para aplicaciones médicas, la
discontinuidad de presion puede ser de hasta 200 MPa [19,20]. Una onda de choque, del
tipo usado en medicina, consiste en un pulso Gnico de presion positiva P*, seguido por una
reduccién exponencial de la presion hasta el nivel de equilibrio P, tras lo cual finaliza con
una fase de presion negativa (P") de algunos microsegundos. Después del paso de la onda,

la presion Py prevalece hasta que se emite la siguiente onda (Figura 1-1).

A
150 =p====
5
E Pulso positivo P
£
i
=
Pulso negativo P-
Pa
=30 il reaseees B
I i tiempo
; L 2 3w

Figura 1-1 Variacion de presién causada por una onda de choque.

1.4  Litotriptores extracorporales

Un litotriptor extracorporal es un dispositivo que permite la fragmentacion de calculos en
las vias urinarias y biliares, mediante la generacion y concentracion de ondas de choque en
agua. Todo litotriptor consta de cuatro elementos basicos, que pueden presentar diferentes

caracteristicas:
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1) Fuente energética (descarga eléctrica, microexplosiones, l&ser, electromagnética o
piezoeléctrica).

2) Concentrador de las ondas (reflector elipsoide, lente acustica, o fuente esférica).

3) Medio de transmision con impedencia acustica similar a la del tejido bioldgico
(recipiente o cojin con agua).

4) Sistema de localizacion litiasica (radiografico o de ecografia).

La fuente energética es el elemento que define esencialmente las caracteristicas del
litotriptor. Existen dos variedades: a) puntuales (electrohidraulico, laser y produccién de
ondas mediante microexplosiones); y b) ampliadas o extendidas (electromagnético o

piezoeléctrico).

La utilidad de las ondas de choque estd en su concentracion adecuada, lo cual se hace de
acuerdo al método de generacion. En los casos de fuentes puntuales, se utilizan reflectores
elipsoidales, ya que la geometria de éstos permite captar gran parte de la onda de choque
(més del 50%) y concentrarla en una region relativamente pequefia, logrando ahi presiones
de hasta aproximadamente 150 MPa. Esta region, que se conoce como foco terapéutico o
foco dinamico es el volumen dentro del cual, en cada punto, se tiene una presion igual o
mayor que 50% del valor maximo. Una zona focal grande tiene la ventaja que se requiere
menor exactitud en el ajuste de la onda de choque sobre el célculo renal. Por otro lado,
tiene la desventaja que una mayor parte del tejido queda expuesta a la energia de las ondas
de choque. Cuando la zona focal es pequefia, el riesgo de dafio al tejido vecino es menor,

pero en este caso se requiere de una localizacion precisa del calculo a destruir.

Otro factor importante es la frecuencia de repeticion, la cual en los litotriptores
electrohidraulicos es limitada a maximo 3 Hz. Si bien los litotriptores piezoeléctricos
pueden funcionar con frecuencias de repeticion mayores, la presion generada por los
mismos cae a medida que la frecuencia aumenta. Arriba de 3 Hz el valor medio de la
presion disminuye alrededor del 50% con respecto al valor de un solo disparo. El dafio
renal asociado a las ondas de choque es menor a medida que la frecuencia de repeticion de
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pulsos sea menor para el mismo nimero de pulsos entregados.

1.5  Generacion de ondas de choque en agua por rompimiento eléctrico

Al aplicar alto voltaje (del orden de 15 a 30 kV) a dos electrodos inmersos en agua, se
crea un gas altamente ionizado, a una presion y una temperatura (2 x 10* °C) elevadas.
Este plasma emite un continuo en el intervalo espectral electromagnético que va de 340
a 690 nm (UV vy luz visible). La densidad de las particulas dentro de este canal de
plasma formado entre los electrodos es tan elevada (del orden de un décimo de la
densidad de un solido) que la radiacién emitida es caracteristica mas bien de un sélido
que de un gas. Las fuerzas coulombianas entre las particulas son tan fuertes que el uso
de la ley para los gases ideales no es valida como ecuacion de estado. Las particulas que
pueden encontrarse en el plasma son: moléculas de agua, de oxigeno, de hidrégeno y de
ozono, atomos de oxigeno en todos los estados de excitacion e ionizacion, atomos de
hidrégeno en todos los estados de excitacion, &tomos de los electrodos en todos sus
niveles de excitacion e ionizacién, grupos OH e iones de hidrégeno negativos. La pared
de este canal de plasma formado entre los electrodos no es una interfase gas-liquido.
Mas bien se trata de una region de transicion con cierto espesor en la cual las
caracteristicas fisicas varian en forma continua desde agua liquida fria hasta plasma
altamente ionizado. La velocidad de las paredes del canal de plasma puede alcanzar
algunos cientos de metros por segundo [19]. Los procesos previos a la formacion del
canal se caracterizan por un rapido aumento del voltaje entre los electrodos. Debido a la
resistencia que inicialmente prevalece entre los electrodos, en un principio Unicamente
fluye una corriente muy pequefia, que forma un canal de plasma muy estrecho
(fracciones de milimetros), constituido por gas eléctricamente neutro, altamente
ionizado que contiene iones, electrones y particulas neutras. Posteriormente, la
resistencia eléctrica baja por la ionizacion causada por el paso de electrones de alta
velocidad que forman iones como resultado de colisiones electrén-atomo dentro del
canal de plasma. Al bajar la resistencia eléctrica entre los electrodos, comienza a fluir
una corriente muy grande y el canal de plasma se expande a velocidades supersonicas.

En este instante se da una caida subita del voltaje. El tiempo en el cual se origina el
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rompimiento eléctrico es la suma de tres intervalos distintos. El primero es el tiempo
necesario para el surgimiento de una formacién de plasma. Este intervalo, durante el
cual aun persiste la diferencia de potencial entre los electrodos, es variable y depende
de las inhomogeneidades microscopicas de la superficie de los electrodos. El segundo
intervalo es el tiempo que requiere la primera formacién de plasma para atravesar la
distancia entre electrodos. Finalmente, esta el tiempo necesario para que se forme el
canal conductor de plasma entre los electrodos. Este es el mas corto de los tres. La suma
de estos tres tiempos es del orden de los microsegundos y depende de la forma de los
electrodos, de su separacion, del voltaje inicial aplicado entre ellos y del fluido en el
gue se encuentran. A pesar de que practicamente toda la energia eléctrica es cedida a la
descarga en unos cuantos microsegundos, la emision luminosa visible persiste por
algunas decenas de microsegundos. Lo anterior permite suponer que la mayor parte de
la energia entregada a los electrodos es almacenada dentro del plasma, disipandose con
relativa lentitud al expandirse y enfriarse el canal formado. Ademas, la emision de luz
(electroluminiscencia) es una prueba de que algunos electrones alcanzan energias de 2 a

3 eV, lo cual es suficiente para la ionizacion.

Una vez que se ha formado el canal de plasma entre los electrodos, existen tres
mecanismos a través de los cuales se disipa gradualmente la energia: el trabajo
mecanico realizado por el plasma en la generacion de una onda de choque, la disipacion
de energia por radiacion y la conduccién térmica, ya que cierta cantidad de calor fluye
hacia el agua que rodea al plasma; sin embargo, las pérdidas debidas a este fendmeno

son muy pequefas y pueden despreciarse.

En la figura 1-2 se aprecia una secuencia de la generacion de una onda de choque en
agua. (a) Se genera el rompimiento eléctrico debido a la gran diferencia de potencial
existente entre los electrodos. (b) Posteriormente se forma un canal cilindrico de plasma
cuya velocidad de expansion es mayor que la velocidad del sonido en el agua. (c)
Seguidamente se aprecian las ondas de choque viajando a una velocidad mayor que la
del sonido y la burbuja de plasma que aln se encuentra en expansion, pero ahora a una
velocidad menor que la de la onda. (d) Finalmente, la burbuja se colapsa y la onda de

choque se propaga esféricamente por el agua. Una vez formado el canal, éste aumentara

14



su tamafio hasta el instante en que la presion del agua lo haga colapsar, esto es, la
presion del gas decrece hasta que la capa de agua comprimida se separa de la “burbuja”.

La discontinuidad de presion generada (onda de choque) se propaga a través del medio.

J Electrodos J Compresion

Descarga

|
D eléctiica > (+> |_ ]<( -) <
EESD R

Canal de plasma

(@)
(b)
Compresion Frente de choque
> (+) 3 ) < > (+) ) <
Canal de plasma Burbuja en colapso
(c) (d)

Figura 1-2 Secuencia de la generacion de una onda de choque en agua

El colapso del plasma produce ondas secundarias que se registran despues de la primera
con una amplitud mucho menor. Este colapso es pulsante, sin embargo, la burbuja
oscila solamente unas cuantas veces hasta que toda la energia se pierde. El periodo de
oscilacion depende de la energia liberada.

El tiempo de vida de la burbuja antes del colapso se compone de cuatro etapas que son:
la formacion y expansién, la etapa de equilibrio, la etapa de maximo desarrollo y
finalmente la fase de contraccion y colapso. La burbuja de cavitacion se genera en
fracciones de milisegundos después del rompimiento eléctrico inicial. Posteriormente,
aumenta su volumen con una velocidad que decrece continuamente (ya que la presion
interna de la burbuja disminuye con el incremento de volumen) hasta un instante

(segunda etapa) en el cual permanece con volumen constante. Seguidamente sufre una
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sobre-expansion y una consecuente caida de presién en su interior. La presion
hidrostatica del fluido circundante es ahora mayor que la presion interna del plasma.
Este es el instante de maximo desarrollo, después del cual la burbuja reduce
rapidamente su volumen, oscilando unas pocas veces hasta el colapso. Un instante antes

del colapso final la burbuja pierde su forma esférica

Como se mencion0 anteriormente, el colapso de la burbuja produce desplazamientos
radiales de agua debido a su expansion y contraccion. Estos desplazamientos son
considerables a pesar de que las velocidades involucradas no se comparan con las de la
etapa inicial. El cuadrado de la amplitud de la presion generada por la burbuja aumenta
linealmente con la energia eléctrica cedida a los electrodos [19], esto es:

p? ocgcuz, @)

donde C es la capacitancia de los capacitores y U el voltaje aplicado a los electrodos.

En agua no desgasificada se llega a un punto de saturacion, a partir del cual
practicamente ya no hay incrementos en la presion. Esto se debe a fendmenos de
cavitacion. Los sucesos durante la descarga eléctrica son andlogos a los de un circuito
oscilatorio RLC con la diferencia de que en este caso la resistencia (entre electrodos) es
variable. En cuanto a la frecuencia de la onda de presidén generada, debe recordarse que
las ondas de choque no tienen un caracter oscilatorio, esto es, no tienen una frecuencia
fija. En el caso aqui descrito el espectro de frecuencias va desde aproximadamente 200
kHz hasta 50 MHz.

1.5.1 Litotriptor electrohidraulico

En la LEOCH frecuentemente se usan ondas de choque generadas por descargas eléctricas
en agua, ya que se caracterizan por la alta velocidad de expansion del plasma producido por
la descarga y la relativa sencillez del generador. No obstante, presentan desventajas tales
como: la variacion de la energia al gastarse los electrodos, el cambio de electrodos que es

necesario después de miles de descargas y las variaciones de presion de una descarga a otra.
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Los litotriptores electrohidraulicos generan ondas de choque por medio de descargas
eléctricas de alto voltaje en agua, entre dos electrodos situados en el primer foco (F1) de un
reflector elipsoidal. La expansion del plasma producido en F1, forma una onda de choque
que es concentrada en el segundo foco (F2) del reflector (Figura 1-3). Si el paciente se
coloca sobre la camilla de manera que su calculo coincida con F2, las ondas de choque
pasan a través de su cuerpo con una atenuacion minima, se concentran sobre el célculo

renal y lo fracturan.

MAXIMA _
CONCENTRACION
DE ENERGIA ———

LIBERACION
DE ENERGIA

ELIFSOINE

Figura 1-3 Concentracién de una onda de choque utilizando un reflector elipsoidal.

El dafio que sufren las concreciones en un litotriptor de electrodos es proporcional a nU ?,

donden es el nimero de choques y U es el voltaje aplicado. Esto resulta l6gico, ya que la
] . . 1. 0 A
energia almacenada en los capacitores es igual a ECU . Clinicamente muchas veces se

opta por aumentar el nUmero de descargas para disminuir lesiones al tejido circundante.

El generador de ondas de choque MEXILIT Il es un equipo experimental disefiado en el
Instituto de Fisica de la UNAM (IFUNAM) con la finalidad de contar con un dispositivo

capaz de simular el campo de presion de cualquier litotriptor electrohidraulico [21].

El MEXILIT 11 consiste basicamente en una tina de fibra de pruebas sobre una base de
acero, con una pequefia grda movil de precision montada sobre ella. Debajo de la tina se
encuentra el circuito de descarga con los condensadores y un interruptor de chispa enfriado
por aire. La tina de pruebas es un recipiente de fibra de vidrio con dimensiones internas de

120x80x 60cm, con cuatro ventanas de vidrio (Figura 1-4 a).
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Figura 1-4 (a) Esquema del MEXILIT I1: (1) reflector elipsoidal, donde F2 es el foco terapéutico, (2)
bujia, (3) grua de precisién, (4) ventana de vidrio —una en cada cara de la tina-, (5) nivel de agua, (6)

tina de fibra de vidrio, (7) circuito eléctrico. (b) Sistema de localizacion de foco terapéutico del reflector.

La pequefia graa mavil de precision tiene el fin de sujetar adecuadamente los objetos que se
desean exponer a las ondas, llevandolos a casi cualquier posicion dentro de la tina. La grua
consiste en dos carros con ruedas de nylon que se desplazan horizontalmente sobre rieles
redondos de acero inoxidable. Uno de los carros corre a lo largo de la tina. Este carro a su
vez tiene en su parte posterior y anterior dos rieles paralelos, sobre los cuales se desplaza el
segundo carro, permitiendo asi el movimiento en el otro eje horizontal. El tercer grado de
libertad se obtiene haciendo girar un pifion con cremallera que mueve una barra en
direccion vertical, permitiendo posicionar al objeto dentro del foco terapéutico del reflector
usado. En el extremo de esta barra se fija una pinza portaobjetos de tres brazos. Los tres
grados de libertad de este arreglo permiten sujetar practicamente cualquier objeto menor

como, por ejemplo, un calculo renal artificial (Figura 1-4 b).

Una de las ventajas que ofrece el MEXILIT Il es el uso de un gran nimero de reflectores
intercambiables con geometrias diversas (Figura 1-5 a), asi como variar el voltaje y la
frecuencia de los pulsos generados en un intervalo grande. EI cambio de reflectores y de

electrodos es un proceso independiente, rapido y relativamente sencillo.

En la figura 1-5 b se aprecia la generacion y concentracién de una onda de choque, asi
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como el pulso de luz generado por la descarga eléctrica.

b ' objeto a

\!«_
tratar en F2

bujia

reflector

(@) (b)

Figura 1-5 (a) Reflectores usados en el MEXILIT I1. (b) Generacién y concentracion de una onda de
choque en el MEXILIT II.

La parte fundamental del MEXILIT Il es el circuito eléctrico de descarga, formado por un
arreglo de 8 capacitores intercambiables de 10 nF cada uno, conectados en paralelo (Figura

1-6 a). Cada uno puede soportar como maximo un voltaje de 30 kV. La energia eléctrica

almacenada es del orden 10 a 10°J. Los principales elementos del sistema eléctrico son
una fuente de alto voltaje, un oscilador y trasmisor 6ptico, un convertidor optoelectrénico

con fuente de alto voltaje, un disparador y uno o varios condensadores.

El circuito consta de dos partes: una de ellas destinada a cargar los condensadores y, por
otro lado, el sistema que controla la frecuencia y el instante en que se generan las descargas.
La fuente de alto voltaje carga el condensador o los condensadores a traves de una serie de
resistencias de alto voltaje. Cuando se han cargado los condensadores al voltaje deseado, se
acciona el oscilador, el cual emite un pulso dptico que se transmite por una fibra 6ptica
hasta llegar al convertidor optoelectrénico. Aqui la sefial Optica se transforma en un
impulso de alto voltaje que llega al interruptor de chispa o “spark gap” y lo acciona,
provocando que los condensadores se descarguen a través de los electrodos de la bujia
dentro de la tina (Figura 1-4 a). El voltaje, la frecuencia de disparo y el ndmero de

descargas son controladas desde una consola de mando (Figura 1-6 b).
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Figura 1-6 Componentes del MEXILIT I1. (a) Circuito eléctrico de descarga: (1) “spark gap driver”, (2)

arreglo de capacitores, (3) interruptor de chispa; (b) consola de mando y generador de ondas de choque.

La bujia (Figura 1-7 a) se introduce a presion en el reflector y en el fondo de la tina
simultaneamente. Una vez descargado el arreglo de condensadores, la fuente de alto voltaje
lo carga nuevamente al valor previamente establecido, para que el siguiente impulso 6ptico,
proveniente del oscilador, repita el proceso descrito. En la figura 1-7 b se aprecia el pulso
de luz generado por una descarga eléctrica de 25 kV entre los electrodos de tungsteno,

separados 1 mm.

() (b)

Figura 1-7 (a) Bujia para generar descarga eléctrica. (b) Pulso de luz generado por la descarga eléctrica

de 25 kV entre los electrodos de la bujia (Foto: A. Sanchez).
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1.6 Generacion de ondas de choque en agua por método piezoeléctrico

Los generadores piezoeléctricos estan formados por un circuito de carga y disparo analogo
al del método electrohidraulico, pero en este caso la descarga en lugar de ocurrir entre dos
electrodos inmersos en agua, actua sobre un plato esférico que contiene un arreglo de
aproximadamente 3000 cristales piezoeléctricos. Al expandirse subitamente, el arreglo de
cristales puede comprimir fuerte y rapidamente al medio que lo circunda y generar una
onda de compresion, que al ser concentrada puede degenerar en una onda de choque. Todos
los cristales estdn conectados en paralelo y cubiertos por una capa de material aislante e

impermeable al agua (Figura 1-8).

T —

pruehas

ceniro del
sector
esferico

Figura 1-8 Esquema simplificado de un generador de ondas de choque piezoeléctrico.

Al generar la descarga, se aplica abruptamente una diferencia de potencial eléctrico a los
cristales, que los deforma momentaneamente transmitiéndose energia mecanica al agua del
contenedor. Debido a que los cristales estan distribuidos sobre la superficie de un sector
esférico (fondo del tanque), la energia liberada por cada uno de los cristales se concentra en
el centro (o foco) de dicho sector, logrando asi presiones puntuales elevadas (entre
aproximadamente 30 y 100 MPa).

El circuito de descarga para la excitacion de los cristales piezoeléctricos se ilustra en la

figura 1-9. La fuente de alto voltaje carga al capacitor C; a través de la resistencia Ry, a un
voltaje de entre 5 y 10 kV; el cual posteriormente se descarga al ionizar el “spark gap”
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debido al pulso que recibe del controlador de disparo (“spark gap driver”). La resistencia R,

limita la corriente que recibe el arreglo de cristales durante la descarga [22].

Conirolador

e disparu |
C

R,

Anveglo de

cristales
pietorlécticos

Spark Gap

Fuente de Ly

alto voltje - -
' — —
T - j -

Figura 1-9 Diagrama de un generador de ondas de choque piezoeléctrico. (Cortesia: Ing. Arturo
Méndez)

b
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1.6.1 Litotriptor piezoeléctrico

El litotriptor piezoeléctrico comercial Piezolith 2300 (Richard Wolf, Knittlingen, Alemania)
se compone de una camilla de tratamiento, montada directamente sobre el gabinete con
ruedas que contiene al generador (arreglo de cristales piezoeléctricos montados sobre un
cascaron esférico (Fig. 1-10)) y al equipo de ecografia, y una consola de mando con su
monitor. La localizacion del céalculo y el monitoreo del tratamiento en tiempo real se
efectlian con dos sondas ecograficas, una caudal y otra craneal, montadas isocéntricamente
y a la misma distancia del centro del generador dentro del generador. Ambas sondas pueden
moverse hacia el foco terapéutico o retroceder a su posicion de estacionamiento. El
conjunto de generador y sondas ecograficas puede girar en torno al foco terapéutico. Ambas
ecosondas pueden girar 90° sobre su propio eje, generando con ello dos imagenes en planos

ortogonales.
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Figura 1-10 Fotografia que muestra parte del arreglo de cristales piezoeléctricos del generador
Piezolith 2300 (Richard Wolf GmbH, Knittlingen, Alemania).

El Piezolith 2300 se opera desde una consola de mando. Un monitoreo del tratamiento en
tiempo real permite verificar que la aplicacion de las ondas de choque se efectue

Unicamente cuando el calculo se encuentre en el foco terapéutico del generador [21].

1.7  Fenomenologia de la interaccion de ondas de choque en agua con la materia

Para la fragmentacién de un calculo, en teoria no es indispensable generar una onda de
choque. El Unico requisito es tener suficiente energia mecénica. La onda de choque
concentrada es la Unica posibilidad para alcanzar las presiones requeridas. En la litotripsia
extracorporal las ondas de choque se generan en agua, principalmente por tres razones: 1)
las propiedades acUsticas de los tejidos y 6rganos del cuerpo humano son muy parecidas a
la del agua. Lo anterior implica que la onda de choque generada en agua podra penetrar en
el tejido blando del paciente sumergido en agua (0 en contacto con ésta a través de una
membrana) sufriendo un minimo de reflexiones. No obstante, se ha sugerido una
reduccion del 15% al 40% de la amplitud del pulso de presion durante su trayecto hasta el
rifidn [23]; 2) la compresibilidad de un liquido es mucho menor que la del aire, y 3) el

agua es un liquido econémico, facil de manejar y obtener.

Cuando la onda se propaga a través de un medio, parte de su energia es absorbida debido a

la friccidn, causando una reduccion en la presion e intensidad de la onda. La reduccion de
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la presion puede ser calculada por P =P, exp(— ax), donde x indica la profundidad en
centimetros, P, es la presion inicial, y o es el coeficiente de absorcion. Considerando que

el coeficiente de absorcion de un medio bioldgico viene dado por a =bf™ (b y m son
constantes, f es la frecuencia) [24], las ondas de alta frecuencia seran absorbidas
mayormente que las ondas de baja frecuencia. En vista de las caracteristicas fisicas de
estas ondas, la absorcion sénica en tejidos bioldgicos es muy baja. La mayoria de los

tejidos bioldgicos, tienen un valor de 1<m<2 . La intensidad Izloexp(—Zax),
disminuye rapidamente al tiempo que la frecuencia aumenta; I, es la intensidad

incidente. | es la intensidad de la onda a una profundidad x. Dado que las ondas de
choque tienen frecuencias menores comparadas con las de ultrasonido, las primeras tienen
un mayor poder de penetracion. A pesar de que las frecuencias bajas poseen una mayor
capacidad de penetracion, no son deseables por sus efectos traumaticos. Para estas
frecuencias, la amplitud de oscilacién de las particulas es varios Ordenes de magnitud
mayor para una misma intensidad, ocasionando dolor. Los efectos traumaticos de una onda
de choque estan relacionados con su espectro de frecuencias, mientras que los efectos
terapéuticos (en este caso desintegracion de concreciones) estan relacionados con su
espacio temporal. En base a la experiencia, se considera que frecuencias mayores que los
200 kHz son terapéuticas, las frecuencias menores que 20 kHz producen dafio considerable
al tejido y las frecuencias entre 20 y 200 kHz no tienen utilidad para este tipo de

aplicaciones [21].

Cuando una onda de sonido golpea la interfase entre dos medio de impedancia Z,y Z,,

parte de la onda es reflejada y parte transmitida. Los coeficientes de transmision y

reflexion en la interfase entre los dos medios son
Pr/Pl :(Zb_za)/(za+zb)' (23.)
P /P =22,/(Z,+Z,) (2.b)

respectivamente, donde P, P, y B, son la amplitud de la presion de las ondas incidente,

reflejada y transmitida. Por condiciones de frontera, las intensidades cumplen
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Ir/li :(Zb _Za)z/(za +Zb)2’ (33.)
It/li =4Zazb/(za+zb)2' (3.b)

respectivamente. La intensidad | es definida como la energia atravesando una unidad de

area por unidad de tiempo,

| =1 oAz ) = 12(A0) P (4)

2 2 27’
donde f,w,A y P, representan la frecuencia, la frecuencia angular, la amplitud del
desplazamiento maximo de los &tomos o moléculas, y el maximo cambio en la presién. La
impedancia acustica Z es definida como el producto de la densidad p con la velocidad de

la onda v, 6, en términos del modulo de elasticidad de Bulk B, Z =(Bp)”.

Lo anterior explica por qué, cuando una onda se propaga de un medio de impedancia
acustica baja a un medio de impedancia acustica mayor como, por ejemplo, de tejido
blando (Z ~1.6x10° kg/m?/s) a hueso (Z ~5.9x10° kg/m?/s), la amplitud de la presion
de la onda transmitida es mayor que la de la onda incidente (Ecs. 2.a, 2.b); sin embargo, la
energia transmitida es mucho menor que la de la onda incidente (Ecs. 3.a, 3.b). La parte
gue penetra continda propagandose como una onda de compresion debido a que la

impedancia acustica del calculo es mayor que la del tejido. Por otra parte, cuando la onda
viaja del calculo renal (Z entre 2x10° y 5x10°kg/m?/s) a tejido blando u orina
(Z ~1.4x10° kg/mz/s), la amplitud de la presién de la onda transmitida es menor que la

de la onda incidente. La parte reflejada sufre un cambio de signo, esto es, ocurre una

reflexion de ondas que se superpone con la onda incidente (Figura 1-11) [24, 25].
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Figura 1-11 Comportamiento de una onda de choque en dos interfases: tejido-calculo renal y calculo

renal-tejido.

Actualmente se piensa que existen principalmente tres efectos involucrados en la
fragmentacion extracorporal de los célculos renales: el efecto Hopkinson, la cavitacion

acustica y la compresion [21,24].

El efecto Hopkinson es la fractura y el descascarillado de material que ocurre cerca de una
superficie libre, relativamente alejada del lugar de entrada de la onda de choque. Esta
fractura es causada por ondas de dilatacion originadas por reflexiones de la onda incidente
en la interfase objeto-agua o tejido. La diferente consistencia entre el objeto y el tejido o el
agua crea una onda transmitida de presion positiva que se aleja y otra reflejada, de presion
negativa, viajando en sentido opuesto a través del objeto. Esto produce un cambio de
presion relativamente grande en una regién muy pequefia y la consecuente fractura del

material.

Para lograr mejores resultados, la duracion de la onda de choque debe ser menor que el
tiempo de recorrido a través del objeto, evitando asi superposiciones de la onda incidente
con la onda reflejada en la cara posterior, ya que esto podria disminuir o anular los
esfuerzos por traccion. Esto es, la duracion del pulso debe satisfacer la relacion [19]

<9 (5)

26



donde d es el “didmetro” de la piedra y v la velocidad de la onda en su interior. La
velocidad de propagacion de una onda de choque en un célculo renal es de
aproximadamente 3300 m/s, lo cual da un tiempo de aproximadamente 2.4 ms para

atravesar un célculo de 8 mm de didmetro.

El efecto Hopkinson depende directamente de la presion maxima de la onda de choque, de la
duracion del pulso y del tipo de superficies sobre las que actia. La maxima tension por
traccion que puede transmitirse por agua u orina, es de aproximadamente 1 atm por debajo de
la presion de equilibrio. Para presiones mas bajas aparecen efectos de seudocavitacion, como se
vera mas adelante. Una tension de una atmosfera por lo general no es suficiente para fracturar
un célculo renal, lo cual significa que no es posible transmitir por agua una onda de dilatacion
suficientemente intensa para fragmentar un célculo. A pesar de esto, se ha logrado la
destruccion de concreciones dentro del cuerpo humano, gracias al efecto Hopkinson y al hecho
de que una onda de compresion muy intensa si puede ser transmitida por el liquido,
transformandose por reflexion en una dilatacion intensa dentro del calculo. Esta onda de
dilatacion destruye la seccion posterior del calculo varios milisegundos después del paso de la
onda de choque original. Asi se logra fracturar calculos usando aproximadamente un décimo de

la amplitud de presion que se necesitaria para lograr el mismo efecto con una compresion pura.

El efecto Hopkinson no es el tnico mecanismo relacionado con la destruccion del célculo. Una
evidencia es el hecho de que la parte anterior de la concrecion siempre es destruida antes que
cualquier otra. La onda de compresion incidente crea esfuerzos considerables sobre la cara
expuesta, similarmente al golpe de un martillo. En realidad los materiales no son perfectamente
elasticos. La friccion interna causa atenuacion a las ondas que viajan por el objeto. Las

discontinuidades y las porosidades también atentan a la onda de dilatacion.

La compresion directa también puede causar dafios importantes a un calculo renal durante
una litotripsia extracorporal. La onda de choque que viaja a través del calculo lo hace con
una velocidad mayor que aquella que continGia su trayectoria través del tejido o la orina
fuera de él. Debido a esto, la onda interna se adelanta a la onda externa, generandose
diferencias de presion considerables que comprimen al célculo, contribuyendo a su fractura.

Este efecto se conoce como compresion circunferencial. La cara del calculo a través de la
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cual penetra la onda de choque siempre es destruida antes que cualquier otra.

Finalmente se menciona la cavitacion. Existen dos tipos: la seudocavitacion es la formacion
de burbujas a partir de los gases disueltos en el liquido. La cavitacion real se refiere al
desgarramiento de los enlaces moleculares del fluido. Con el paso de una onda de choque,
las burbujas se comprimen subitamente por la accion del pulso positivo P*. Posteriormente,
la presion disminuye drasticamente hasta alcanzar un punto de presion negativo P y las
burbujas aumentan su volumen miles de veces (Figura 1-12). El tiempo en el que una
burbuja alcanza su volumen méaximo es aproximadamente de 50 ps. Posteriormente
permanece estable entre 200 y 600 us hasta que colapsa violentamente, produciendo ondas
de choque secundarias y pequefios chorros de liquido que alcanzan velocidades entre 150 y
400 m/s [26].

pulsa P* de Ia
“— onda de choque

-

presion

fase estable
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| | tiempo
+200 - 400 piS

\ \ c'n-IIszu-
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inicial x.‘]
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Figura 1-12 Cavitacion generada por el paso de una onda de choque.

La cavitacion se produce como resultado de la incapacidad de los liquidos de soportar
presiones negativas muy grandes y cuando sucede, resulta una gran concentracion de
energia acustica en un volumen muy pequefio. EI umbral para la generacion de cavitacion
depende de dos pardmetros: la duracién y la magnitud del pulso de rarefaccion o presion
“negativa”. Un pulso corto genera burbujas pequefias que se colapsan mas rapido que las
burbujas grandes generadas por pulsos largos. Al colapsarse, estas burbujas, pueden llegar a
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medir algunas micras. A pesar de que la energia de cavitacion para una cavidad es pequefia,
debe considerarse que est4 concentrada en un volumen sumamente pequefio, originando
una densidad de energia muy elevada, con un gran poder para crear dafo. El colapso de las
burbujas es tan violento que la burbuja se destruye. Durante este colapso, un chorro o jet de
liquido penetra en el interior de la burbuja, formando momentaneamente un toroide de
vapor que a su vez se colapsa. Este microchorro energético se forma debido a la
inestabilidad de la burbuja en colapso. Generalmente la cavitacion no destruye objetos
directamente. Més bien causa pequefias fisuras y huecos en la superficie de éstos debido a
que se crean esfuerzos muy grandes. El dafio al calculo es originado tanto por la onda de
choque creada por el colapso de la burbuja como por los chorros microscépicos de liquido
que se forman debido al colapso asimétrico de estas cavidades. El dafio consiste en una
deformacion inicial debida al impacto, seguida de un astillamiento y desgarramiento
producidos por el flujo de liquido a través de la superficie. En la figura 1-13 se ilustra el
mecanismo de fragmentacion litidsica. La presion que generan estos microchorros es
proporcional a la densidad del liquido, a la velocidad de la onda de compresion en el

liquido y a la velocidad del microchorro.

Figura 1-13 Dibujo esquematico de la fragmentacion litidsica. O Ch: Ondas de choque; SA:
Superficie anterior del calculo; ZM: Zona media del calculo; SP: Superficie posterior del calculo; 1.
Oc: Accién de ondas compresivas; 2. Cav: Fendmeno de cavitacion (microchorros); 3. Ot: Reflexién

de ondas. Plano de fractura; 4. Desc: Descascarillado

La cavitacion puede formarse dentro del tejido bioldgico (in vivo e in vitro), causando
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lesiones irreversibles. Es necesario que durante un tratamiento de litotripsia extracorporal

se reduzca al minimo el dafio producido al tejido que rodea al calculo renal, por lo que se

requiere que las ondas de choque tengan las siguientes caracteristicas:

a)
b)

c)
d)

contener un minimo de componentes de traccion,

la intensidad de la onda debe aproximarse a la resistencia del objeto a ser
comprimido,

la intensidad de la onda debe ser inferior al nivel de tolerancia del tejido,

la componente negativa de la onda debe ser lo menor posible.
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Capitulo 2 Principios basicos de urologia

2.1 Introduccion
En este capitulo de describe, de forma basica, el sistema urinario. También se da

informacién general en relacion al proceso de formacion de los calculos renales, no

infectados ¢ infectados, asi como referente a las infecciones del tracto urinario.

2.2 Sistema urinario

El tracto urinario, o sistema urinario, estd formado por los rifiones, los uréteres, la vejiga
y la uretra. Su funcidén es remover impurezas de la sangre y eliminarlas, junto con el

exceso de fluidos del cuerpo, en forma de orina.

Los rifiones son un par de organos de color pardo-rojizo, de unos 10 cm de longitud,
situados en la parte posterior de la region lumbar del abdomen, a ambos lados de la
columna vertebral. Tienen forma de frijol, con los bordes concavos enfrentados, por los
cuales entran las arterias renales y salen las venas renales y los uréteres. Cada rifion esté
formado por un gran niimero de tubos microscopicos (nefronas), unidos entre si
mediante tejido conjuntivo. Las nefronas son las unidades estructurales y funcionales
del rinén. La morfologia del rifidn es el resultado de la disposicion de las nefronas y la

fisiologia renal es el resultado del funcionamiento de las mismas.

Los uréteres son dos largos conductos, que salen de las pelvis renales y desembocan en
la vejiga urinaria. Los musculos de las paredes de los uréteres se contraen y relajan
continuamente para forzar la orina hacia abajo, lejos de los rifiones. Si la orina se
acumula, o estanca, puede desarrollarse una infeccion en el rindén. Aproximadamente
cada 10 a 15 segundos, los uréteres vacian cantidades pequefias de orina hacia la vejiga.
La vejiga urinaria es un 6rgano musculoso y hueco, situado en la parte inferior del
abdomen, descansando en el pubis. Esta sostenida por ligamentos unidos a otros
organos y a los huesos de la pelvis. Las paredes de la vejiga se relajan y dilatan para

acumular la orina, y se contraen y aplanan para vaciarla a través de la uretra. La uretra
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es un canal que se comunica con el exterior y, en su punto de union con la vejiga, posee

un doble esfinter que controla la expulsion de la orina. (Figura 2-1)

adam.com

Figura 2-1 Sistema urinario

Como consecuencia del catabolismo celular los animales producen sustancias de
desecho (CO,, NHs, urea, 4cido trico, etc.) que deben ser excretadas, pues no sélo son
inatiles para el organismo, sino que pueden llegar a resultar perjudiciales. En los
vertebrados, el rifidn tiene la mision de eliminar la mayoria de dichas sustancias, pero
también es un 6rgano de especial importancia en el mantenimiento de la homeostasis, ya
que es el encargado de regular el volumen total y la composicion de los liquidos. Ambas
funciones las realiza mediante la elaboraciéon de la orina. La filtracion ocurre en las
nefronas. Cada rindn tiene alrededor de un millon de nefronas. En la nefrona, el
glomérulo -que es un pequefio ovillo de capilares sanguineos- se entrelaza con un
pequefio tubo colector de orina llamado tibulo. Se produce un complicado intercambio
de sustancias quimicas a medida que los desechos y el agua salen de la sangre y entran
al sistema urinario. Al principio, los tibulos reciben una mezcla de desechos y
sustancias quimicas que el cuerpo todavia puede usar. Los rifiones miden las sustancias
quimicas, tales como el sodio, el fosforo y el potasio, y las envian de regreso a la sangre
que las devuelve al cuerpo. De esa manera, los rifiones regulan la concentracion de esas
sustancias en el cuerpo. Las concentraciones excesivas pueden ser perjudiciales dando

lugar, por ejemplo, a la formacion de calculos renales [27].
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2.3 Litiasis urinaria

La litiasis urinaria es una enfermedad causada por la presencia de concreciones en el
sistema urinario. La nefrolitiasis se refiere solo a célculos o concreciones en los rifiones y
en la pelvis renal (célculos renales); la urolitiasis, a calculos en la pelvis o en cualquier

parte de la via urinaria (vejiga, uréter, uretra).

Un calculo urinario es una concrecion que consiste en una colecciéon de pequefos
cristales de oxalatos, fosfatos, carbonatos o uratos y menos frecuentemente de cistina. El
calculo puede permanecer en el rifion o moverse y descender por el tracto urinario.
Debido a que pueden pasar anos para la formacién de un célculo renal, los cristales
pueden irse aglomerando de tal suerte que van formando intersticios entre si. En la
litiasis intervienen muchos factores, tales como la infeccion y la estasis de las vias
excretoras. Estos factores pueden clasificarse en dos grandes grupos: I) factores
inherentes a la composicion de la orina (elevada concentracion de determinadas
sustancias tales como: calcio, oxalato, fosfato, adcido urico; pH urinario alterado; un
volumen urinario pequefio y un déficit de inhibidores de la cristalizacion -citratos,
magnesio, pirofosfatos-); y II) factores relacionados con la morfoanatomia renal
(cavidades renales con baja eficacia urodinamica manteniendo asi retenida la orina
durante tiempos prolongados (estasis), y alteraciones del epitelio que tapiza la papila
renal). Los calculos renales, independientemente de su composicion quimica, se pueden
clasificar en dos grandes grupos, los calculos formados sobre la pared renal
(especialmente la papila), a los que se hace referencia como célculos papilares, y los
calculos desarrollados en una cavidad renal, denominados calculos de cavidad (Figura 2-
2). Todos los calculos papilares presentan un punto de union a la pared renal claramente

distinguible, contrariamente a lo que ocurre con los célculos de cavidad [28,29].
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Figura 2-2 Ubicacién de calculos renales en el sistema urolégico

En general, el término “célculo infectado” se refiere a concreciones compuestas de
fosfato amodnico magnésico y apatita de carbonato. Este término se conoce también con

los nombres de: calculos de estruvita, calculos de ureasa y calculos de triple-fosfato [3].

La condicion bésica en la formacion de estos célculos es una infeccion del tracto
urinario en la que se aisla ureasa. Existen distintos tipos de bacterias, que al
desarrollarse en el sistema urinario, hidrolizan la urea presente en la orina, generando
amoniaco y dioxido de carbono. El amoniaco se hidroliza posteriormente para liberar
16n amonio en forma de hidréxido amonico. Simultineamente, se produce la hidrolisis
del dioxido de carbono que queda en equilibrio con el bicarbonato y con los aniones
carbonato. La presencia de bicarbonato alcaliniza la orina por lo que se movilizan los
fosfatos urinarios para intentar compensarla, formandose asi fosfato aménico que capta
el magnesio urinario libre y calcio, dando lugar al fosfato aménico magnésico y al
fosfato calcico respectivamente. La ureasa no es consumida en las reacciones anteriores
por lo que una sola molécula puede catalizar la hidrélisis de multiples moléculas de urea.
Tales condiciones originan la formacidn de cristales de apatita y estruvita. Cuando estos
cristales se depositan y sobresaturan entre ellos, se forman célculos infectados (Tabla 2-
1). Los célculos que se producen debido a infecciones del tracto urinario son
aproximadamente el 15% de todos los casos de litiasis urinaria, lo cual hace que sean un

grupo representativo [2].
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Calculo de oxalato calcico monohidratado Calculo de estruvita

(calculo no infectado) (calculo infectado)
hidroxiapatita i hidroxiapatita
Componentes materia organica materia
AL EIss 4cido trico anhidro orgénica
Punto de NO NO
anclaje:
Tipo de de cavidad infeccioso
calculo: sedimentario
Caracteristicas

Localizacién: cavidad renal con baja

eficacia urodinamica caliz renal
Condiciones e amonio urinario elevado
de formacion: e déficit de inhibidores (infeccién urinaria)

e pH>6.5

Tabla 2-1 Caracteristicas de dos tipos de calculos renales: infectado y no infectado

Recientemente se ha postulado la teoria de las nanobacterias (bacterias visibles
unicamente con microscopio electrénico de barrido) como causa potencial de los
calculos urinarios [30,31,1]. Los datos sugieren que las calcificaciones extradseas,
incluidos los calculos urinarios, se originan a partir de un nido central de carbonato de
apatita. Se ha demostrado que las nanobacterias excretan o producen carbonato de
apatita in vitro e in vivo, posiblemente ligandolo para formar el nido. Aunque este
concepto tiene un potencial inmenso, en la actualidad existen pocos datos que apoyen

una etiologia universal para la litiasis.

2.4 Infeccion del tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son el resultado de la interaccion de la
virulencia bacteriana y de los factores bioldgicos y de conducta del huésped. Es una de
las infecciones bacterianas mas frecuentes en la poblacion general, engloba a un amplio

espectro de situaciones clinicas, que van desde la bacteriuria asintomadtica hasta los
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abscesos perinefriticos con sepsis. Es importante hacer una diferenciacion entre estos
sindromes, por sus implicaciones terapéuticas y prondsticas. El término de bacteriuria se
refiere a la presencia de bacterias en la orina, lo que no siempre implica ITU. Es
frecuente la contaminacion de la muestra con gérmenes de la uretra anterior o de la
region perineal en el momento de la miccion. Para diferenciar entre bacteriuria por
contaminacion y por infeccién, se utiliza el término de bacteriuria clinicamente

significativa.

Desde el punto de vista microbioldgico, las ITU se definen como la presencia de
microorganismos patdogenos en la orina, la uretra, la vejiga, la prostata o el rifion. El
diagnéstico de certeza del ITU se establece a través del urocultivo. En la valoracion del
mismo tiene importancia la técnica empleada en la recoleccion de orina. Inicialmente se
consideraba como diagnostico de ITU una cifra superior o igual a 10* UFC/ml (ver
apéndice B.3) de orina emitida espontaneamente. No obstante, en algunos casos de
verdadera infeccidon urinaria no se detecta bacteriuria importante. En concreto, en los
pacientes sintomaticos, una cantidad mas reducida de bacterias (10> - 10 UFC/ml) es

indicativa de infeccion. Asi, se hace referencia a [32,33]:

e Bacteriuria clinicamente significativa: cualquier cantidad de colonias bacterianas
aisladas en una muestra de orina obtenida por puncidn suprapubica. Mayor que
10* UFC/ml de una sola bacteria en una muestra de orina tomada del chorro
medio miccional, en un paciente sintomatico y con piuria (presencia de
leucocitos o globulos blancos en la orina y generalmente indica una respuesta
inflamatoria del urotelio a invasion bacteriana); mayor que 10* UFC/ml de una
sola bacteria en dos muestras consecutivas de orina recogida mediante bolsa
estéril; 6 mayor que 10* UFC/ml de una sola bacteria en una muestra de orina
recogida mediante sonda vesical (colocacion de un catéter a través de la uretra
hasta la vejiga).

e Bacteriuria asintomatica o encubierta: cuando hay mas de 10° UFC/ml en dos
muestras de urocultivo y en ausencia de sintomas Dentro de las distintas formas

de bacteriuria asintomatica se destacan: 1) Bacteriuria asintomética recurrente:
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es la mas frecuente y reaparece al finalizar el tratamiento, 2) Bacteriuria
asintomdtica transitoria: responde a breves cursos de tratamiento, y 3)

Bacteriuria asintomatica asociada a alteracion de las vias urinarias.

La bacteriuria asintomdtica no requiere tratamiento, excepto en nifios, mujeres
embarazadas, diabéticos y pacientes que van a ser sometidos a procedimientos
urologicos. Tampoco se recomienda el tratamiento si los pacientes asintomaticos tienen
sonda vesical. En presencia de litiasis, la bacteriuria es muy dificil de eliminar, por lo
que solo se recomienda el tratamiento frente a casos sintomaticos o cuando los célculos
son de estruvita, ya que sirven de refugio a las bacterias dificultando aun mas su

erradicacion.

La ITU puede manifestarse por compromiso de la vejiga (cistitis), del parénquima renal
(pielonefritis) o estar limitada a la presencia de bacterias en la orina sin evidencias
clinicas de infeccion (bacteriuria asintomatica). Hay tres mecanismos posibles a través
de los cuales los microorganismos pueden invadir y diseminarse dentro de las vias
urinarias: por via ascendente, hematdogena o linfatica, siendo estas dos ultimas muy
inusuales. Otras vias poco frecuentes son la via retrégrada (proveniente de algiin foco
renal o prostatico) y la via intestinal, en caso de fistulas entero-vesicales. La gran
mayoria de las infecciones urinarias se deben al ascenso de bacterias de origen entérico,
desde la uretra anterior o de la piel periuretral hasta la vejiga. El desarrollo de una ITU y
su extension al resto del arbol urinario pudiendo llegar hasta el rifion, va a depender de
la cantidad de bacterias introducidas y el equilibrio entre las defensas del huésped y la
virulencia de la cepa infectante. Por tanto, para que se desarrolle una ITU se necesita no
solo el ascenso de gérmenes que normalmente colonizan la zona perineal hacia la vejiga,
sino que ademas la virulencia de los mismos logre vencer los mecanismos de defensa
del huésped. Si los gérmenes uropatogenos logran ascender hasta los rifiones, se
encuentran que a ese nivel la corteza renal es mucho mas resistente que la zona medular,
por condiciones de osmolalidad, concentracion de amonio y flujo sanguineo. Se necesita

una cantidad 10° veces mayor de bacterias para infectar la corteza que la médula renal.
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Las ITU pueden presentarse por primera vez o ser recurrentes. Se define como infeccion
urinaria recurrente a la presencia de dos o mas episodios en los ultimos seis meses, 0
tres o mas en el ultimo afio. Las recurrencias pueden ser producidas por el mismo
microorganismo que estaba presente antes del iniciar el tratamiento, debido a su
persistencia en el tracto urinario (recaidas) o presentarse como reinfecciones, donde por
lo general el microorganismo responsable es diferente de la bacteria infectante original.
Las ITU no complicadas se producen por lo general en pacientes sin alteraciones
estructural ni funcional de los rifiones y las vias urinarias. En cambio, en aquellos
pacientes con este tipo de alteraciones o deterioro de la inmunidad local o general se ve
favorecido el desarrollo o persistencia de infecciones urinarias complicadas. La accion
de dilucién de la orina en la vejiga y luego su evacuacion no son capaces por si solas de

eliminar la infeccion.

La presencia de obstruccion por célculos en asociacion con ITU requiere su inmediato
alivio por cualquier intervencion urologica. El tratamiento antimicrobiano en pacientes
con ITU no siempre ofrece una supresion completa por aislarse microorganismos
diferentes dentro del calculo renal [2,4,33]. El objetivo de la intervencion debe ser la
erradicacion de la infeccion, la desaparicion del calculo con la preservacion de la unidad
renal. Hoy en dia los tratamientos preferidos son la cirugia percutdnea y la litotripsia
extracorporea por ondas de choque (o una combinacién de ambas), las cuales pueden ser
acompanadas de diferentes opciones médicas para prevenir la infeccion recurrente y la

formacion subsecuente de un calculo.

Las complicaciones mas frecuentes tras un tratamiento de LEOCH son el colico renal
(33%) y la fiebre (25%). Otras complicaciones pueden ser: a) Petequias o equimosis
cutaneas. Ocurren entre un 10% y 20% y expresan el hecho traumatico local producido
por las ondas de choque. b) Hematuria. Es el reflejo de un traumatismo renal menor.
Suele desaparecer a las horas subsiguientes al procedimiento. c) Traumatismo renal.
Puede variar desde contusiones leves del parénquima renal (algo mas de la mitad de los
pacientes) a hematomas perirrenales por sangrado masivo (< 0.5% de los pacientes); d)

Obstruccion ureteral. La incidencia de estas complicaciones y el tiempo de eliminacion
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de los fragmentos estan directamente relacionados con la masa litidsica inicial. En
calculos menores que 2.5 cm un 10% de pacientes necesitan maniobras secundarias
(ureteroscopias o nefrostomias), mientras que si el calculo es mayor que 2.5 cm este

porcentaje aumenta a valores entre el 50% y 60% [34,35].

Como ya se menciond en los antecedentes y en la justificacion de este trabajo, se ha
generado controversia en cuanto a las implicaciones bacteriologicas que pueden seguir
al uso terapéutico de las ondas de choque. Por tanto, en los siguientes capitulos se busca
determinar la viabilidad de los microorganismos suspendidos en calculos renales,

asociada a los efectos de las ondas de choques.
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Capitulo 3 Desarrollo experimental

3.1

Introduccion

En este capitulo se presenta el desarrollo experimental usado para investigar si, en

principio, es posible que la litotripsia extracorporal inactive, de manera significativa,

microorganismos contenidos en los célculos renales.

El desarrollo experimental de la tesis se realiz6 en el Laboratorio de Ondas de Choque

del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada (CFATA) de la UNAM, campus

Juriquilla, Querétaro.

3.2

3.2.1

Objetivos

Objetivo general

Investigar si un tratamiento de litotripsia extracorporal puede inactivar, de manera

significativa, Salmonella Typhimurium contenida en calculos renales artificiales con

dimensiones menores que 2 cm.

3.2.2

Objetivos especificos

Establecer el protocolo para la elaboracion de calculos renales artificiales. Elegir
dos tipos de dureza para los célculos renales artificiales, modelo suave y modelo
duro, con reproducibilidad de manufactura.

Establecer el protocolo para la inoculacion con Salmonella Typhimurium de
ambos modelos con reproducibilidad estadistica de inoculacion.

Estudiar el efecto que las ondas de choque generadas por el litotriptor
electrohidrdulico MEXILIT II, producen sobre calculos renales artificiales
inoculados con Salmonella Typhimurium.

Estudiar el efecto que un nimero de ondas de choque semejante al usado en los
tratamientos clinicos de litotripsia extracorporal (2730 ondas de choque)

generadas por el MEXILIT II y el litotriptor piezoeléctrico comercial Piezolith
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2300, produce sobre los calculos renales artificiales inoculados con Salmonella

Typhimurium.

3.3  Metodologia y materiales
3.3.1 Material biologico

El microorganismo con el cual se inocularon los calculos renales artificiales fue
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, proporcionada por el cepario

de la Facultad de Quimica de la UNAM , a razon de 10ul/ml de solucién salina al 0.8%
(V).

3.3.2 Materiales para la fabricacion de los calculos renales artificiales

De acuerdo con experiencias anteriores [21,36] los célculos se fabricaron con materiales
ya probados y simplemente se varid el porcentaje de éstos para obtener calculos
artificiales con diferentes durezas. Los calculos renales artificiales (CRA) fueron
elaborados con agua destilada y la combinacion de dos tipos de materiales utilizados por
algunos odontologos para la manufactura de moldes: yeso blanca nieves y Vel-Mix
(KERR CORPORATION. West Collins Ave. Ext 1717, C.P. 92867, Orange CA, EUA).

Ambos materiales basicamente estan compuestos por calcio [37,38].

3.3.3 Generadores de ondas de choque

En la primera fase experimental del trabajo de tesis (objetivos especificos 1, 3) se utilizo
el generador de ondas de choque experimental electrohidraulico, MEXILIT II. La
descarga eléctrica fue generada mediante bujias intercambiables de baja impedancia con
electrodos de tungsteno, separados 1 mm. De acuerdo con los procedimientos
establecidos para el uso del MEXILIT II, las bujias fueron precalentadas con 100
descargas a 18 kV £ 0.1 kV. El MEXILIT II fue operado de 18 a 24 kV. La frecuencia

de las ondas de choque fue de 0.4 Hz. Se utiliz6 un reflector eliptico de acero inoxidable,

1 . . , .
Se recomienda revisar los apéndices A y B.
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denominado E4. El reflector E4 tiene las caracteristicas siguientes: semieje mayor de
13.9 cm, semieje menor de 7.8 cm. La profundidad del reflector (distancia entre el borde
y la parte interior mas baja) es de 13.58 cm. La distancia del borde superior del reflector

aF2es 13.44 cm.

Para el objetivo especifico 1, los CRA se colocaron en el foco F2 del reflector eliptico
dentro de una bolsa transparente de polipropileno con 5 ml de agua destilada sellada con
calor. Las bolsas usadas tuvieron dimensiones promedio de 1.9 cm £ 0.1 cm de ancho y
9.8 cm = 1 mm de largo, lo cual hizo posible sacar el aire de éstas sin que se rompieran
al pulverizar los CRA con una prensa mecéanica. Una vez sellada la bolsa, se amarrd
hasta el nivel de agua para que no hubiera una interfase aire-agua que aumentara la
cavitacion. El error de posicionamiento se estimo en + 1 mm. El nivel del agua se

mantuvo en 14 cm = 1 cm arriba de F2.

Para el objetivo especifico 3, los calculos renales artificiales inoculados (CRAI) fueron
colocados en dos tipos de arreglos: 1) en una bolsa transparente de polipropileno con 5
ml de solucién salina al 0.8% (p/v) sellada con calor, y 2) en una bolsa transparente de
polipropileno con 5 ml de solucion salina al 0.8% (p/v), misma que fue cubierta con una
bolsa negra de polipropileno previamente desinfectada con alcohol al 70%. Ambas
bolsas fueron selladas simultdneamente con calor, procurando sacar el aire (los dos tipos
de arreglos tuvieron dimensiones promedio de 1.8 cm £ 0.1 cm de ancho y 9.8 cm + 1
mm de largo). Una vez selladas las bolsas, se amarraron hasta el nivel de agua para que
no hubiera una interfase aire-agua que aumentara la cavitacion. A cada tratamiento se le
asignaron dos CRAI de control, un modelo suave inoculado y un modelo duro
inoculado, que fueron colocados dentro de la tina de pruebas a la misma altura que el
CRAI de tratamiento, lejos del efecto de la onda de choque y de la radiacion
electromagnética producida. La temperatura del agua dentro de la tina fue la ambiente
(21°C a 24 °C). Antes de iniciar los tratamientos, los CRAI se mantuvieron 2 min dentro

de la tina de pruebas para aclimatarlos.

En la segunda fase experimental (objetivo especifico 4), ademas del MEXILIT 1II se
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utilizé el generador de ondas de choque comercial piezoeléctrico Piezolith 2300. El
generador piezoeléctrico fue operado a 7.67 kV £ 0.15 kV. La frecuencia de las ondas
de choque fue de 0.4 Hz. El nivel de agua desde el fondo al borde de la tina se mantuvo

en 34.5 cm. La temperatura del agua fue de 33 °C £ 1 °C.

Se trabajé tnicamente con modelos suaves inoculados colocados dentro del segundo
arreglo de bolsas. El error de posicionamiento se estimo en = 0.25 mm. A cada
litotriptor se le asignd un modelo suave inoculado de control. En el caso del Piezolith
2300, el control fue colocado dentro de la tina de pruebas a la misma altura que el
modelo suave inoculado de tratamiento, lejos del efecto de la onda de choque. Antes de
iniciar los tratamientos, los modelos se mantuvieron 2 min dentro de la tina de pruebas

para aclimatarlos.

3.34 Objetivo especifico 1. Elaboracion de los calculos renales artificiales

Las proporciones de los materiales se seleccionaron de manera que los modelos, estando
inmersos en agua destilada por més de 24 h, resistieran sin disolverse o desmoronarse.
Para cada combinacion se fabricaron lotes con 5 modelos. Los moldes usados
consistieron en cilindros con dimensiones promedio de 8 mm £ 0.05 mm de didmetro y
7.3 mm % 0.05 mm de largo, cuya base inferior fue cubierta con parafilm para evitar que

la mezcla escurriera mientras solidificaba.

Los modelos se hicieron bajo el siguiente protocolo: en una balanza analitica
(SARTORIUS mod. 2842) con incertidumbre de 10 g, se pesaron el yeso blanca
nieves y el Vel-Mix. Se mezclaron adecuadamente con una espatula. Se incorpor6 el
volumen correspondiente de agua destilada con una pipeta cuidando de homogenizar la
mezcla. Para evitar la formacion de burbujas, la mezcla se vertid lentamente en los
moldes empleando una micropipeta de volumen variable con expulsor de puntas. Los
modelos se secaron colocandolos en cajas petri dentro de una incubadora a 36°C = 1°C
durante 90 min (tiempo en el que la mezcla solidificd). Finalmente se removid el

parafilm del molde para que los modelos fueran extraidos cuidadosamente aplicando
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presion sobre una de sus caras.

Se busco que el nimero de ondas de choque para la fragmentacién del modelo duro
fuera alrededor de 4 veces el numero usado con el modelo suave. Con la finalidad de
que al fragmentarse el modelo suave con un nimero menor de ondas de choque con
respecto a las usadas en el modelo duro, las células contenidas en el interior del modelo
suave quedaran expuestas mas rapidamente. El nimero de ondas de choque requerido se

muestra en la tabla 3-1.

Tipo de modelo Numero de OCH
Suave 90
Duro 400

Tabla 3-1 Nimero de ondas de choque aplicadas a cada tipo de modelo.

De acuerdo con lo anterior, se determind el porcentaje de los componentes para la
fabricacion de los dos tipos de modelos utilizados en los experimentos: modelo suave y

modelo duro (Tabla 3-2).

Peso para el modelo  Peso para el modelo

Componentes suave (%) duro (%)
Vel-Mix 1 20
Yeso blanca nieves 49 30
Agua destilada 50 50

Tabla 3-2 Porcentajes del peso de los componentes para cada tipo de modelo.

La prueba de reproducibilidad de manufactura para el modelo suave consistié en
determinar su coeficiente de fragmentacion después de 90 ondas de choque. Para ese fin,
se comprobd que, después de someterse a 90 ondas de choque, la mayoria de sus
residuos pasaran primeramente por una malla de 1.8 x 1.8 mm, y los residuos restantes
debian pasar por una malla de 3.1 x 3.1 mm. A su vez, la prueba de reproducibilidad de

manufactura para el modelo duro consistid6 en determinar su coeficiente de
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fragmentacion después de 400 ondas de choque. Para ello, se verifico que después de
someterse a 400 ondas de choque, la mayoria de sus residuos pasaran primeramente por
una malla de 1.8 x 1.8 mm, y los residuos restantes debian pasar por una malla de 3.1 x
3.1 mm. La seleccién de las mallas para tamizado se basd en que se ha reportado la
posible eliminacion de residuos por vias naturales (residuos clinicamente insignificantes)
después de un tratamiento con LEOCH, de entre 2 a 3 mm (se ha registrado la

eliminacion espontanea de fragmentos de 4 a 5 mm, pero es muy inusual) [39,40].

Para conocer el coeficiente de fragmentacion de las ondas de choque aplicadas a cada
modelo, se analizaron los residuos obtenidos en cada exposicion. Para esto se registro la
masa inicial de cada uno de los 5 modelos. Posteriormente se colocaron en bolsas de
polipropileno con 5 ml de agua destilada y se sometieron a las ondas de choque de
interés en el generador MEXILIT. Los residuos de cada modelo se enjuagaron
separadamente a través de la mallas para tamizar. Los fragmentos recuperados de las
mallas se metieron a secar en un horno (VWR 1330G) a una temperatura de 50°C +
0.5°C durante 4 h. Al término de este tiempo se dejaron por una hora a temperatura
ambiente y se volvieron a pesar para obtener las respectivas masas finales. Los

coeficientes de fragmentacion, ¢, ,se calcularon segun la ecuacion:

c, = w X100, (6)

1

donde m; es la masa inicial del modelo y my es la masa final de los fragmentos.

3.3.5 Objetivo especifico 2. Protocolo de inoculacion de los calculos renales

artificiales con una cepa de Salmonella Typhimurium

Se utilizaron medios de cultivo marca Bioxon (Becton Dickinson, México). La cepa se
activo incubandola en caldo soya tripticaseina con extracto de levadura (CSTEL) al
0.6%, a 35°C £ 0.5°C por 24 h (ver apéndice B.2). Las células se recuperaron mediante
centrifugacion (Hamilton Bell, EUA, modelo VanGuard V6000) a 3000 rpm por 10 min
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a temperatura ambiente y se suspendieron a razoén de 10ul/ml de solucién salina al 0.8%
(p/v). Los CRA se inocularon sustituyendo el volumen de agua destilada por el mismo
volumen de suspension. El indculo perfectamente homogenizado se agregd a la mezcla
de yeso blanca nieves y Vel-Mix. Los moldes (previamente desinfectados con una
solucion al 70% de alcohol durante 10 min) se colocaron en una caja petri. Mediante el
uso de una micropipeta se vacio en ¢€stos la misma cantidad de mezcla previamente
homogenizada. Finalmente se coloco la caja petri en una incubadora a 36°C + 1°C

durante 90 min (tiempo en el que la mezcla solidifico).

Para evaluar las poblaciones microbianas en fase estacionaria de crecimiento (ver
apéndice A) en cada modelo, se utilizo la técnica de conteo de células viables en placa
de agar soya tripticaseina con extracto de levadura (ASTEL) al 0.6% (p/v). Para ese fin,
se hicieron diluciones seriadas a partir de 1 ml de la muestra que se distribuyeron en
cajas petri con la finalidad de conseguir colonias separadas (unidades formadoras de
colonias (UFC)). El conteo directo de las UFC/ml nos da informacién sobre la
poblacion de bacterias mesofilas aerobias. Cada colonia se forma a partir de una célula,

o de un aglomerado de células, por esa razon se reportan como UFC (ver apéndice B.3).

La comprobacion de la inactivacion de los tratamientos se determina con la diferencia
entre la poblacion viable de los CRAI sometidos a los diferentes tratamientos (N) con

sus respectivos controles (Ny), de acuerdo con la ecuacion:

Inactivacion = log(N,/ N). (7)

Se hizo un analisis de varianza para determinar si: a) las UFC/ml obtenidas en los
modelos suaves y duros eran estadisticamente iguales y, b) si existian diferencias
significativas entre los resultados de la primera (A) y segunda (B) réplicas. Para ello, se
trabajo con un total de 12 CRAI (6 modelos suaves y 6 modelos duros), divididos en 4
lotes con 3 modelos cada uno. La réplica A consisti6 en 2 lotes: un lote con 3 modelos

suaves y un lote con 3 modelos duros; e igualmente para la réplica B (Tabla 3-3).
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Lote Réplica  Tipo de modelo

(dureza)
Suave
Suave

Suave

Suave
Suave

Suave

[OSRER (SRR (S R \O)

Duro
Duro

Duro

Duro

Duro

T W w® > > W W T > > >

A B B~ L W

Duro

Tabla 3-3 Ordenamiento de las réplicas para determinar viabilidad reproducible

Los CRALI se colocaron por separado dentro de bolsas de polipropileno con 5 ml de
solucion salina al 0.8% (p/v). Usando un algodén rociado con alcohol al 70% se
desinfectd la superficie de las bolsas. Debido a que los CRAI fueron pulverizados
mediante una prensa mecanica (para homogenizar la mezcla) se les colocé una segunda
bolsa sin sellar como precaucion. Una vez pulverizado el CRAI, se procedié con la

técnica de conteo en placa después 36 h de incubacion a 36°C + 0.5°C .

3.3.6 Objetivo especifico 3. Efectos del MEXILIT II sobre calculos inoculados

Se utilizé un disefio experimental factorial 2° [41] para evaluar el efecto del nimero de
ondas de choque aplicadas, la radiacion electromagnética generada por la descarga
eléctrica de alto voltaje y la dureza de los CRAI sobre la viabilidad de células, en fase
estacionaria de crecimiento. Se realizaron tres réplicas, que se trataron estadisticamente
como lotes. Cada lote se dividid en dos sub-lotes con cuatro CRAI cada uno. El orden

de réplicas se muestra en la tabla 3-4.
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LOTE EXPOSICION A LA

LUZ

1 No

L

T 1 No

S

o 1 No

=

> 1 Si
1 No

4

T 1 Si

S

o 1 Si

=

= 1 Si
2 No

4

=3 2 No

S

o 2 Si

34

> 2 Si
2 Si

L

= 2 No

S

o 2 No

9

= 2 Si
3 Si

L

= 3 No

S

o 3 No

w

> 3 No
3 Si

4

T 3 Si

S

o 3 No

W

= 3 Si

DUREZA

Duro

Duro

Suave
Suave
Suave
Duro

Duro

Suave
Duro

Duro

Suave
Duro

Duro

Suave
Suave
Suave
Duro
Suave
Duro
Suave
Suave
Duro

Duro

Suave

NUMERO
DE OCH

90
400
90
400
400
400
90
90
90
400
400
400
90
90
400
90
400
400
400
90
90
90
90
400

Tabla 3-4 Ordenamiento de los experimentos de la primera fase experimental.

Los CRAI que no fueron expuestos a la luz, se colocaron en el segundo arreglo de

bolsas. Aquellos expuestos a la radiacion electromagnética, se colocaron en el primer

arreglo.
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Con un transductor (Imotec GmbH, Wiirselen, Alemania) colocado dentro de una bolsa
transparente en F2, y colocado dentro de una bolsa transparente cubierta con una bolsa
negra en F2, se verifico que no hubiera una variacion significativa en el pulso de presion
entre los dos tipos de arreglos utilizados. Se hicieron 10 mediciones para cada uno de

los casos. El voltaje se fijo en 24 kV.

De la tabla 3-5 se aprecia que la duracion del pulso (ancho) en los dos tipos de arreglos
utilizados puede considerarse practicamente la misma. La diferencia entre la altura (mV)
de los pulsos de presion registrados en los dos tipos de arreglos (~ 2%), es mucho
menor que cualquiera de sus desviaciones estandar (~ 32%). Por tanto, el arreglo de

bolsas usado no es un factor influyente en el experimento.

Pulso de presion con Pulso de presion con una
una bolsa transparente  bolsa transparente cubierta

con una bolsa negra

AMPLITUD(mV)‘ ANCHO (us) AMPLITUD (mV) ‘ ANCHO (ps)

428 £139.7 ‘ 2651096 419.6+133.8 ‘ 2.63£0.94

Tabla 3-5 Pulsos de presion.

En cada sub-lote se manejaron dos CRAI de control, un modelo de control suave y un
modelo de control duro. Ambos CRAI de control se colocaron por separado en una
bolsa transparente de polipropileno sellada con 5 ml de solucidn salina al 0.8% (p/v). A
lo largo del desarrollo experimental los CRAI de control permanecieron inmersos en la
tina del MEXILIT II, lejos del foco dinamico. Al finalizar los experimentos, los
modelos de control se pulverizaron mediante una prensa mecanica para posteriormente

emplear la técnica de conteo en placa, a partir de un ml de la mezcla homogenizada.

En el transcurso de 5 dias se trabajo con s6lo un lote de la siguiente manera: en el
primer dia se activo la cepa de Salmonella Typhimurium; en el segundo dia se
fabricaron los CRAI para el primer sub-lote y se hicieron las corridas experimentales

correspondientes. Después de someterse al tratamiento, los residuos de los CRAI fueron
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pulverizados para obtener una mezcla homogénea. Finalmente, se realizo el conteo en
placa, pasadas 36 h de incubacion a 36°C £ 0.5°C. En el tercer dia nuevamente se activo
cepa de Salmonella Typhimurium; en el cuarto dia se fabricaron los CRAI para el
segundo sub-lote y se hicieron las corridas experimentales correspondientes. Después de
36 h de incubacion a 36°C + 0.5°C, se hizo el conteo en placa correspondiente a los

calculos tratados. Los pasos se repitieron hasta cubrir las tres réplicas.

3.3.7 Objetivo especifico 4. Efectos del MEXILIT II y el Piezolith 2300 sobre

calculos inoculados

La segunda fase experimental consistié en dar un nimero de ondas de choque semejante
a lo usado en los tratamientos clinicos de litotripsia extracorporal (2730 ondas de
choque). Debido a que se buscd simular la situacion mas cercana a un caso clinico, se
bloqued el pulso de luz inherente a la descarga electrohidraulica. Para ello se trabajo

con modelos suaves colocados dentro del arreglo con bolsa negra.

Para estudiar la influencia del generador de ondas de choque utilizado sobre la
viabilidad de las células en fase estacionaria de crecimiento, se trataron 8 modelos (3
modelos suaves para el MEXILIT II y 3 modelos suaves para el Piezolith 2300, mas 2
modelos de control, uno para cada litotriptor). Se realizaron tres réplicas, que se trataron

estadisticamente como lotes.El orden de las réplicas se muestra en la tabla 3-6.

Lote Generador de ondas de choque

1 Piezolith 2300
1 MEXILIT II
2 Piezolith 2300
2 MEXILIT II
3 MEXILIT II
3 Piezolith 2300

Tabla 3-6 Ordenamiento de los experimentos de la segunda fase experimental.
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Ambos CRAI de control se colocaron por separado en una bolsa transparente de
polipropileno sellada con calor, que contenia 5 ml de solucion salina al 0.8% (p/v). A lo
largo del desarrollo experimental los CRAI de control permanecieron inmersos en la
tina del MEXILIT 1II o del Piezolith 2300, lejos del foco dindmico. Al finalizar los
tratamientos, los modelos de control se pulverizaron mediante una prensa mecanica para
posteriormente aplicarles la técnica de conteo en placa. Después de 36 h de incubacion a
36°C £ 0.5°C, se hizo el conteo en placa de los tratamientos, cuyos residuos

previamente fueron homogenizados mediante una prensa mecénica.
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Capitulo 4 Resultados
4.1 Objetivo especifico 1. Elaboracion de los calculos renales artificiales

La masa promedio de los modelos suaves fue de 0.64 g £ 0.01 g, mientras que la de los

modelos duros fue de 0.76 g+ 0.02 g.

La tabla 4-1 muestra los coeficientes de fragmentacion (ecuacioén 6) para cada tipo de
modelo después de someterse a las de ondas de choque de interés. Se comprob6 que
para ambos modelos, la mayoria de sus residuos (~96 % de la masa inicial del CRA)
pasaban por la malla de 1.8 x 1.8 mm, y la masa restante pasaba por la malla de 3.1 x

3.1 mm.

Coeficiente de fragmentacion (%)

Dimensiones de la malla  Modelo suave después de  Modelo duro después de

para tamizado 90 ondas de choque 400 ondas de choque
1.8 x 1.8 mm 95.64 £ 1.74 96.3 £ 1.28
3.1 x3.1 mm 100 100

Tabla 4-1 Coeficientes de fragmentacion del modelo suave y duro.

De las masas recuperadas de los modelos duros expuestos a 90 ondas de choque con la

malla de 3.1 x 3.1 cm, se obtuvo un coeficiente de fragmentacion de 64.8 % + 5.4%.

4.2  Objetivo especifico 2. Protocolo de inoculacion de los calculos renales

artificiales con una cepa de Salmonella Typhimurium

El andlisis de variancia fue programado con el lenguaje R [42]. Las cuentas viables
obtenidas inmediatamente después de la deshidratacion (solidificacion) de los modelos

estuvieron entre 8.1 y 7.3 log;o de UFC/ml (Figura 4-1). Esto es, el nimero maximo de

UFC/ml fue 1.41x10° mientras que el minimo fue 2.1x10".
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Figura 4-1 log10 (UF C/ ml )en agar soya tripticaseina con extracto de levadura (ASTEL) de S.

Typhimurium inmovilizada en célculos artificiales. Los resultados estan agrupados por dureza
relativa: suave y duro; y por réplica A (un lote con 3 modelos suaves y un lote con 3 modelos duros)

y B (un lote con 3 modelos suaves y un lote con 3 modelos duros).

Se observa ademas que las UFC/ml obtenidas en la réplica A fueron significativamente
mayores que las obtenidas en la réplica B. También muestra que las UFC/ml obtenidas
en los calculos suaves de la réplica B parecen ser significativamente menores que las
obtenidas en los céalculos duros de la misma réplica. No obstante, tal comportamiento se

ve disminuido en la réplica A.

El andlisis de varianza (ANOVA) confirm¢ las tendencias observadas en la figura 4-1,
1.e., la diferencia en las UFC/ml observadas entre réplicas y para los célculos duros y
suaves son estadisticamente significativas (Tabla 4-2). Sin embargo, también sugiere

que no hay diferencias significativas entre los calculos del mismo lote.
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Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(=F)

Replica 1 0.50 0.50 52.90  0.0002
Dureza 1 0.10 0.10 10,58 0.0140
Beplica:Dureza 1 0.04 0.04 413  0.0816
Residuals 7 0.07 0.01

Tabla 4-2 ANOVA de la cuenta viable (objetivo especifico 2)

Se concluye que la inoculacién de los calculos renales artificiales no ofrece una

variacion entre ellos para fines del anélisis estadistico microbiologico.

4.3 Objetivo especifico 3. Efectos del MEXILIT II sobre calculos inoculados

El analisis del efecto que las ondas de choque generadas por el MEXILIT II producen
sobre los calculos renales artificiales inoculados con Salmonella Typhimurium, también

fue programado con el lenguaje R [42] (ver apéndice C).

La inactivacion logaritmica conseguida se muestra en la figura 4-2. En esta figura se

observa que la inactivacion maxima fue de 1.35 log, (N o/ N ), donde N, son las UFC/ml

del modelo de control y N son las UFC/ml del modelo de tratamiento. La méaxima

inactivacion corresponde a la aplicacién de 400 ondas de choque a modelos suaves y
con luz. Para este caso, N, fue 40x10°y N fue 1.77x10°, por lo que la inactivacion

lograda fue aproximadamente del 95%. De los datos seleccionados por dureza (400
ondas de choque, con luz) resultdé que para los modelos suaves la mediana de la

inactivacion logaritmica fue de 0.9 con extremos de 0.82 y 1.35 loglo(N o/N ) (minimo
y maximo, respectivamente). La media de la inactivacion fue 1.03 £ 0.28 logm(N o/N )

(punto rojo). Para los modelos duros la mediana, minimo y maximo fueron 0.52, 0.5 y

0.75 loglo(N0 /N), respectivamente. La media de la inactivacion fue 0.59 + 0.14
loglo(N o/N ) (punto rojo). En el caso de la inactivaciéon maxima, N, fue 99x10°y N

fue 1.77x10°, por lo que la inactivacion lograda fue aproximadamente del 82%.
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Se observa que en los modelos duros expuestos a la radiacién UV y visible, emitida por
las descargas eléctricas que generan a las ondas de choque en el sistema
electrohidraulico, el valor de la media para 90 y 400 ondas de choque fue 0.5 = 0.08
loglo(NO/N) y 0.59 £ 0.14 loglo(NO/N), respectivamente. En los modelos suaves se

tuvieron 0.45 + 0.12 log,,(N,/N) y 1.03 + 0.28 log,,(N,/N) como valores de la

media para 90 y 400 ondas de choque, respectivamente. La comparacioén entre las
medias (£ su desviacion estandar) sugiere, en los modelos duros expuestos a luz, un
incremento pequefio en la inactivacion conforme se aumentd el numero de ondas de

choque aplicado.

Por otra parte, la inactivacion maxima alcanzada en los tratamientos sin exposicion a la
radiacion UV vy visible, fue 0.49 logm(NO /N ), que corresponde a la aplicacion de 400
ondas de choque a modelos suaves. En este caso, N, fue 50x10°y N fue 16.2x10°,
por lo que la inactivacion lograda fue aproximadamente del 67%. La inactivacion
minima conseguida fue de 0.06 logm(NO/ N ); que corresponde a la aplicacion de 90
ondas de choque a modelos duros. Para este caso, N, fue 99x10°y N fue 85x10°,

por lo que la inactivacion lograda fue aproximadamente del 14%. Las medias obtenidas
en los modelos duros para ambas exposiciones, 90 y 400 ondas de choque, fueron 0.18
+ 0.1 loglo(NO/N) y 0.18 = 0.05 logm(NO /N), respectivamente. Lo anterior apunta a
que la inactivacion lograda en los modelos duros sin exposicion a luz parece ser
independiente del numero de ondas de choque aplicadas. Para los modelos suaves el

valor de la media para 90 y 400 ondas de choque fue 0.09 + 0.12 log,,(N,/N) y 0.34 +

0.13 log,,(N,/N), respectivamente.
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Figura 4-2 Inactivacion logaritmica de S. Typhimurium inmovilizada en calculos renales artificiales.
Se evaluo el efecto de la aplicacion de 90 y 400 ondas de choque; la dureza relativa de los calculos, y
el efecto a la exposicion de la luz producida por la descarga eléctrica: “Modelos duros expuestos a

luz”, “Modelos duros no expuestos a luz”; “Modelos suaves expuestos a luz”, “Modelos suaves no

expuestos a luz”.

Los valores anteriores y el andlisis del ANOVA (Tabla 4-3) revelaron que la
inactivacion del pulso de luz y la interaccidon entre las ondas de choque aplicadas

(radiacion:ondas) y la dureza relativa (radiacion:dureza) de los calculos son
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estadisticamente significativas en la inactivacion lograda.
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Df Sum Sq Mean Sq F value Pri=F)
RADIACION 1 1.15 1.15 46.51 0.0000
DUREZA 1 0.05 0.08 3.10 0.1035
ONDAS 1 0.32 0.32 12.64 0.0040
LOTE 3 0.17 0.03 1.31 0.3232
RADIACION:-DUREZA 1 0.00 0.00 0.01 0.9158
FADIACION:ONDAS 1 0.04 0.04 1.40 0.2600
DUREZA:ONDAS 1 0.16 0.16 735 0.0266
Fesiduals 12 0.30 0.03

Tabla 4-3 ANOVA de la inactivacion logaritmica (objetivo especifico 3)

4.4 Objetivo especifico 4. Efectos del MEXILIT II y el Piezolith 2300 sobre

calculos inoculados

El andlisis del efecto que un niumero de ondas de choque semejante al usado en los
tratamientos clinicos de litotripsia extracorporal (2730 OCH) generadas por dos tipos de
litotriptores, produce sobre los calculos renales artificiales inoculados con Salmonella

Typhimurium, se programo con el lenguaje R [42] (ver apéndice C).

La inactivacion logaritmica conseguida se muestra en la figura 4-3. Se observa que la

inactivacion maxima fue de 0.15 logm(N o/N ), donde N, son las UFC/ml del modelo de
control y N son las UFC/ml del modelo de tratamiento; que corresponde al litotriptor
piezoeléctrico comercial Piezolith 2300. Para este caso, N, fue 26.3x10°y N fue
18.6x10°, por lo que la inactivacion lograda fue aproximadamente del 29%. La media
de la inactivacion fue 0.13 £ 0.01 loglo(NO/ N ) (punto rojo). Mientras que la mayor
inactivacion alcanzada en el MEXILIT II fue 0.07 loglo(N o/ N ) Para este caso, N, fue

22x10°y N fue 18.9x10°, por lo que la inactivacién lograda fue aproximadamente

del 14%. La media de la inactivacion fue 0.04 = 0.02 log,, (N o/ N ) (punto rojo).
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Figura 4-3 Inactivacion logaritmica de S. Typhimurium inmovilizada en calculos renales artificiales.

Se evaluo el efecto de la aplicacion de 2730 ondas de choque con dos generadores de ondas distintos:

electrohidraulico y piezoeléctrico.

El ANOVA (Tabla 4-4) confirm6 la tendencia observada en la figura 4-3. La
inactivacion de Salmonella Typhimurium suspendida en calculos renales artificiales

suaves para el MEXILIT II fue significativamente menor que la lograda con el Piezolith

2300.

Df Sum Sg Mean Sgq F value Pr(=F)
Generador_de OCH 1 0.0119299 0.0119299 31.0619 0.01140
LOTE 1 0.0001395 0.0001395 03631 0.58928

Residuals 3 0.0011522 0.0003841

Tabla 4-4 ANOVA de la inactivacion logaritmica (objetivo especifico 4)
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Discusion

Se han descrito las formas de accion de las ondas de choque sobre los célculos renales.
Por una parte estan los efectos directos de la onda expansiva y en segundo término, los
efectos generados por las ondas secundarias, es decir, la cavitacion. Los efectos directos
se relacionan con los cambios mecanicos, producto de las variaciones de amplitud de
presidon positiva durante la propagacion de la onda. Los efectos bioquimicos estan
relacionados con respuestas micromecéanicas de cavitacion, y se refieren a la liberacion
de radicales libres de los compartimentos intracelulares. Un punto que aun estd en

discusion es a cudl de los efectos se le asocia un mayor dafio celular.

Los resultados obtenidos demostraron que las ondas de choque pueden tener ciertos
efectos sobre la viabilidad de Salmonella Typhimurium suspendida en célculos renales
artificiales. La interaccion mas importante en la inactivacion fue la que se dio en
modelos suaves expuestos al pulso de luz generado por la descarga eléctrica a la dosis
alta de ondas de choque (1.35 log;o UFC/ml). Esto concuerda con lo encontrado por
Loske et al. [17] en experimentos con Salmonella Typhimurium suspendida en solucion
salina, en donde ademas se reportd que al tener una interfase aire-solucion salina, i.e., el
efecto de la cavitacion aumentada, la inactivacion aument6 (1.68 log;o UFC/ml). Tal
comportamiento de la inactivacion se explica en parte debido a que las células
contenidas en los modelos suaves quedan expuestas mas rapidamente al pulso de luz (el
valor de su coeficiente de fragmentacion alcanza el maximo, 310 ondas de choque,

antes que el modelo duro).

Debido a que en la LEOCH no llega luz al célculo, se disefid6 una segunda fase
experimental en la cual el pulso de luz generado por la descarga eléctrica fue bloqueado,
y la dosis de ondas de choque fue comparable con la usada en un tratamiento clinico. Se
usaron dos tipos de litotriptores con la finalidad de evaluar los efectos asociados
unicamente a las ondas de choque. Los resultados revelaron que en el caso del
MEXILIT II, la inactivacion maxima lograda con 2730 ondas de choque y sin luz, fue

de aproximadamente 14%, mientras que para el Piezolith 2300 fue de aproximadamente

59



29%. Aunque lo anterior implicaria que un tratamiento de LEOCH in vivo puede no
so6lo romper el célculo infectado sino también reducir la viabilidad microbiana, la

fraccion de bacterias sobrevivientes al tratamiento resulté ser de aproximadamente 70%.

Esto significa que aproximadamente 7.7x10° UFC/ml fueron viables; cifra
clinicamente significativa, que dentro de los tejidos del rifion puede derivar en
bacteriuria y/o infecciones en el tracto urinario, sobre todo, si algunos residuos no son
eliminados. Esto puede explicar parcialmente la reincidencia de infecciones urinarias

que sigue al tratamiento de LEOCH [8,10].

Actualmente se ha descrito la teoria de la adherencia de bacterias a sustratos formando
biopeliculas, logrando asi mayor proteccion a agentes externos [43]. Lo anterior da una
razon de por qué las bacterias en los intersticios de los célculos renales son menos
susceptibles a los antimicrobianos. Segun lo hallado por Michaels et al. [6], las bacterias
alojadas en intersticios aumentaban su susceptibilidad a antimicriobianos después de un
tratamiento con LEOCH. Lo anterior sugiere que los biopeliculas bacterianos son rotos
por las ondas de choque, lo cual no pasa en una cirugia abierta y, por lo tanto, los
remanentes pueden tratarse eficazmente con agentes antimicrobianos. Ademads, se ha
sugerido [24] que la cavitacion puede ser un factor en la disminucién de bacteriuria e
infecciones urinarias persistentes reportadas [6,7]. No obstante, existe la posibilidad de
septicemia asociada con LEOCH [44], la cual esté relacionada con el nimero de UFC,
su virulencia y la resistencia del huésped tratado. Por ello algunos autores [6,7,10,11,12]
enfatizan el uso de antibidticos en presencia de infecciones urinarias sintomaticas antes

y después de un tratamiento con LEOCH.

En experimentos sobre células en suspension [45] se reportd que el numero de células
lesionadas aumenta linealmente con el numero de ondas de choque aplicadas y la
magnitud de la energia de las mismas. Asimismo, algunos resultados [46] sugieren que
el disefio experimental (tipo de célula, tipo se suspension y litotriptor usado, entre otros)
determinan la viabilidad lograda. Los resultados obtenidos con el MEXILIT II,
aparentemente sugieren que para células suspendidas en materiales con propiedades

acusticas muy distintas al medio de propagacion de las ondas de choques, la
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correspondencia entre el numero de ondas de choque aplicadas y la magnitud de la

energia de las mismas, no necesariamente es lineal.

En la actualidad se investiga la posible aplicacion de las ondas de choque
extracorporales en padecimientos cronicos de tejidos blandos. Lo cierto es que los
mecanismos de accion de las ondas de choque en tales padecimientos no son del todo
conocidos. Se ha reportado [47,48] que su uso causa lesiones graves cuando hay una
variacion drastica en la impedancia del medio que rodea al tejido blando de interés (por
ejemplo, tejido pulmonar - aire). A la fecha las mayores contribuciones estan asociadas

con ortopedia y traumatologia.

Dentro de los padecimientos cronicos en la prostata se hace referencia al alojamiento de
microcolonias adheridas al epitelio de sus conductos y debido a que forman biopeliculas
se encuentran protegidas del efecto de antimicrobianos, dificultando su erradicacion.
Con los resultados encontrados en esta tesis y considerando que la prostata es un tejido
blando y que no hay grandes diferencias de impedancia acustica entre el medio que la
rodea (a excepcion del recto), quiza resulte posible la aplicacion de ondas de choque

para facilitar la erradicacion de dichas bacterias.

Por otra parte, recientemente se ha reportado [49] que las ondas de choque producen
efectos de sensibilizacion en células tumorales ante la aplicacion de algunos tipos de

medicamentos.
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Conclusiones

El factor mas importante en la inactivacion de las bacterias contenidas en los
calculos renales artificiales se atribuye a la radiacion UV vy visible, emitida por las
descargas eléctricas que generan a las ondas de choque en el sistema
electrohidraulico.

Al bloquear la radiacion UV vy visible, emitida por las descargas eléctricas que
generan a las ondas de choque en el sistema electrohidraulico, no fue posible lograr

una inactivacion mayor que el 29% (0.15 logm(NO /N )) con ninguno de los dos

litotriptores usados, incluso aplicando casi 3000 ondas de choque.

Los factores que intervienen en la inactivacion de células suspendidas en un medio
con impedancia acustica similar a la del medio de propagacion de la onda de choque
(fluido), no deben ser generalizados para células suspendidas en materiales con
propiedades acusticas diferentes al medio de propagacion (calculo renal).

La aplicacion de ondas de choque a célculos renales infectados contribuye a
disminuir la viabilidad de las bacterias contenidas en éstos. No obstante, por la
cantidad de bacterias sobrevivientes, un tratamiento de LEOCH debe ir acompanado

de antimicrobianos para tener un efecto bactericida eficaz.
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Apéndice A. Generalidades de Salmonella Typhimurium

Salmonella enterica serovar Typhimurium (también llamada Sa/monella Typhimurium) es
un bacilo Gram negativo que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Los miembros de
este género resisten facilmente las temperaturas de congelacion, la accion bacteriostatica
del tetrationato y el selenito sodicos, asi como el efecto antibiodtico de la penicilina y otros
antimicrobianos incluyendo, segin la cepa, a los agentes terapéuticos tradicionales
empleados en su contra. Las principales padecimientos clinicos asociados a S.
Typhimurium son: a) la gastroenteritis, b) septicemia y c¢) las fiebres entéricas (fiebres
tifoidea y paratifoidea) [50].

En general, si analizamos el crecimiento microbiano en el tiempo, éste describe una curva
de crecimiento que puede ser dividida en cuatro fases: fase lag o de retraso, fase
exponencial, fase estacionaria y fase de muerte (Figura A.1).
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Figura A-1. Curva de crecimiento microbiano
a) Fase lag o de retraso

Cuando una poblacion microbiana es inoculada en un medio fresco, el crecimiento
generalmente no principia de inmediato, sino después de cierto tiempo (breve o largo),
llamado fase lag. Si el indculo se toma de un cultivo viejo (fase estacionaria) y se
inocula en el mismo medio, generalmente se presenta una fase lag, alin cuando las
células del in6culo estén vivas. Esto se debe a que las células generalmente agotan
diferentes coenzimas esenciales u otros constituyentes celulares y se requiere de cierto
tiempo para su resintesis. Un retraso también se presenta cuando el indculo estd
formado por células dafiadas (no muertas) por tratamientos con calor, radiaciéon o
agentes quimicos y/o fisicos, debido al tiempo necesario para que las células puedan
reparar dicho dafio. También se observa cuando una poblacion se transfiere de un medio
de cultivo rico a uno pobre. Esto se debe a que es necesario que las células tengan
sustrato integro para la sintesis de los metabolitos esenciales que no estan presentes en
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dicho medio, es decir, es una fase de preparacion y adaptacion al medio. Su duracion
depende del medio de cultivo y del estado fisioldgico de las células vivas

b) Fase exponencial

Es una consecuencia de la fision binaria celular. La poblacion de la mayor parte de los
organismos unicelulares crece exponencialmente. La tasa de crecimiento exponencial
varia mucho de un organismo a otro. Por ejemplo: Salmonella Typhimurium crece muy
rapidamente en cultivo, con un tiempo de generacion de 20 a 30 min. La temperatura,
composicion del medio de cultivo, entre otros, afectan la velocidad de crecimiento
exponencial.

¢) Fase estacionaria

En esta fase el crecimiento exponencial se detiene, los nutrientes indispensables se
agotan, no hay incremento o decremento en el nimero de células. Existe acumulacion
de sustancias toxicas. Los microorganismos son fisiolégicamente activos y viables.

d) Fase de muerte

Si la incubacidn continuia después de que una poblacion alcanza la fase estacionaria, las
células pueden seguir vivas y continuar metabolizando, pero lo mas probable es que
mueran. Si esto ultimo sucede, la poblacion se encuentra en la fase de muerte. Durante
esta fase, el conteo en placa puede permanecer constante pero la viabilidad disminuye
lentamente. En algunos casos, la muerte se acompaiia por lisis celular, dando lugar a
una disminucion del conteo de viabilidad.
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Apéndice B. Técnicas microbiolégicas

Se detallan las técnicas de microbiologia utilizadas a lo largo del desarrollo experimental de
la tesis.

B.1 Preparacion de material microbioldgico

Se describen los procesos para hacer las siguientes preparaciones: peptona de caseina al
0.1% (p/v), solucidon salina al 0.8% (p/v), agar soya tripticaseina con extracto de levadura
(ASTEL) al 0.6% (p/v) y caldo soya tripticaseina con extracto de levadura (CSTEL) al
0.6% (p/v)

Materiales y método

El material requerido para la preparacion de los medios de cultivo y el material
microbiologico fue:

Balanza analitica Agitador magnético

Espatula Mechero de Bunsen

Tapones de algodén cubiertos con gasa Peptona de caseina

Recipientes de pesado Agar soya tripticaseina con extracto de
Cajas petri Levadura al 0.6% (p/v)

Tubos con taparrosca Caldo soya tripticaseina con extracto de
Matraz Levadura al 0.6% (p/v)

Cloruro de sodio Autoclave

Matraz volumétrico (500 ml y 1000 ml)

La formula en gramos por 1000 ml de agua destilada se muestra en la tabla A.1.

Material microbioldgico Masa (g)
Peptona de caseina 30
Agar soya tripticaseina 40
Caldo soya tripiticaseina 1
Cloruro de sodio 8.5

Tabla A.1 Férmula en gramos por 1000 ml de agua destilada

e Rehidratar 1g de peptona de caseina en 1000 ml de agua destilada. Mediante agitador

magnético disolverla completamente. Distribuir volimenes de 9 ml en tubos taparrosca.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 1bs de presion) por 15 minutos.

e Calentar hasta el punto de ebullicion 500 ml de agua destilada en un matraz de 1000
ml. Colocar en el agitador magnético e incorporar el ASTEL para disolverlo
completamente. Distribuir en matraces. Colocarles los tapones de algodon. Esterilizar
en autoclave a 121°C (15 lbs de presion) por 15 minutos. Conservar en refrigeracion de
2°C a 8°C.
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e Calentar hasta el punto de ebullicion 250 ml de agua destilada en un matraz de 500 ml.
Colocar en el agitador magnético e incorporar el CSTEL para disolverlo completamente.
Distribuir volumenes de 50 ml en matraces. Colocarles los tapones de algodon.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 1b de presion) por 15 minutos. Conservar en una
gaveta cerrada alejada de gradientes de temperatura.

e Incorporar 0.85 g de cristales de NaCl a 100 ml de agua destilada. Mezclar hasta
disolverlos. Distribuir volimenes de 50 ml en matraces. Colocarles los tapones de
algodon. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 1b de presion) por 15 minutos. Conservar
en una gaveta cerrada alejada de gradientes de temperatura.

B.2 Siembra de medios de cultivo: activacion de cepa de Salmonella
Typhimurium

Mediante la técnica aséptica se activo la cepa de Sal/monella Typhimurium empleada para
inocular los célculos renales artificiales.

Materiales y método

Matraz con 50 ml de CSTEL
Cepa de Salmonella Typhimurium
Asa de punta redonda

Mechero de Bunsen

Baiio térmico a 34.5°C

(Los pasos descritos a continuacion deben trabajarse alrededor del mechero de Bunsen)
a. Flamear el asa de punta redonda desde la base hasta la punta. Destapar el tubo de

ensayo que contenga la cepa de Sal/monella Typhimurium y flamear su boca. Enfriar
en las paredes el asa.

b. Raspar sobre la cepa de Salmonella Typhimurium. Flamear la boca del tubo y
cerrarlo.

c. Retirar el tapon de algodon del matraz a inocular y flamear la boca de éste.

d. Introducir el asa con la colonia en el matraz y agitarla vigorosamente.

e. Flamear el asa y la boca del tubo. Cerrar con el tapon de algodon.

f. Colocar el matraz en el bafio térmico a 35°C durante 24 h.

B.3 Técnica de conteo en placa

Mediante la técnica de conteo en placa se determina el crecimiento microbiano de la
poblacioén de bacterias mesofilas aerobias de una muestra a partir de diluciones seriadas
que se vierten en cajas petri con la finalidad de conseguir colonias separadas. Cuando una
célula aislada e inmovil comienza a crecer sobre un sustrato solido, el resultado del
crecimiento al cabo del tiempo es una colonia. Por consiguiente, se denomina unidad
formadora de colonia (UFC) a una célula bacteriana viva y aislada que, si se encuentra en
condiciones de sustrato y ambientales adecuadas, da lugar a la producciéon de una colonia
en un lapso breve (horas). La cuenta directa de las UFC da informacion de la poblacion
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total de bacterias mesofilas aerobias en la muestra.

Materiales y método

Vortex Mezcla inoculada con Salmonella
Centrifuga Typhimurium

Cajas petri Matraz con 250 ml de ASTEL

Tubos para centrifuga Matraz con 50 ml de solucion salina al
Pipeta de 10 ml 0.8% (p/v)

Micropipeta de 1000 pl Tubos con 9 ml de peptona al 0.1% (p/v)
Puntas esterilizadas para micropipetas

(Los pasos descritos a continuacion deben trabajarse dentro de la campana de flujo

laminar, i.e., bajo condiciones asépticas)

Tomar 1 ml de la mezcla inoculada con Salmonella Typhimurium (CRAI
pulverizado y homogenizado en 5ml de solucion salina al 0.8% (p/v)). Vaciarlos en
el tubo para centrifuga y centrifugar por 10 min. Afiadir 9 ml de solucién salina al
0.8% (p/v) al tubo y homogenizar con el vortex. La solucion asi obtenida se llamara
muestra.

Hacer la primera dilucion de la muestra tomando con una micropipeta 1 ml
directamente de ésta. Vaciar en un tubo con 9 ml de peptona al 0.1% (p/v),
marcandolo como dilucion 107, Agitar con el vortex por 10 s. Cambiar la punta de
la micropipeta.

Tomar 1 ml de la dilucién 107 y vaciar en un tubo con 9 ml de peptona al 0.1%
(p/v), marcandolo como diluciéon 102, Mezclar agitando con el vortex por 10 s.
Cambiar la punta de la micropipeta.

Repetir el paso ¢ seis veces mas (hasta llegar a la dilucion 107%).

Agitar con el vortex por 10 s el tubo marcado como 10 Tomar con una
micropipeta 1 ml del contenido de éste e inocular directamente sobre el centro de la
caja petri marcada como 10®. No cambiar la punta.

Agitar con el vortex por 10 s el tubo marcado como 107. Tomar con una
micropipeta 1 ml del contenido de éste e inocular directamente sobre el centro de la
caja petri marcada como 107. No cambiar la punta.

Repetir el paso f hasta llegar a la dilusién 10™.

Vaciar el ASTEL sobre un par de cajas de petri. Mezclar realizando la siguiente
serie de movimientos: 1) describiendo circulos mover 10 veces en el sentido de las
manecillas del reloj y 10 veces en sentido contrario, 2) mover 10 veces a lo largo de
una linea hacia arriba y hacia abajo, y 3) mover 10 veces a lo largo de una linea de
un lado a otro. Los movimientos anteriores permiten homogenizar adecuadamente
el ASTEL con las diluciones. Esperar a que solidifique.

Colocar las cajas petri en la incubadora a 36°C en posicion invertida durante 36 h.
Contar las colonias separadas, para asi obtener las UFC/ml. Esto es,

UFC = No.de colonias Factor de dilucion x 1
con

Factor de dilucion =107",...,107%.
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Apéndice C. Codigo fuente en lenguaje R version 2.2.1

Coadigo fuente utilizado para el analisis de los resultados en el lenguaje R version 2.2.1.

#SCRIPT DE GRAFICAS de los objetivos especificos 3 y 4.
#Script probado en configuracién para Windows XP con R version 2.2.1

#paquetes requeridos
require (Hmisc) #para errbar ()

#————- Funciones en comun
# Funcidén que dibuja una grafica de error que muestra la SD
# v la media sobre una grafica existente de tipo caja con dos
# valores en x
#
# Parametros:
# Qdatos. Conjunto de datos de los que se obtendra la media y la SD
# @factorIn. Factor considerado:
# 1 = DUREZA, 2 = ONDAS DE CHOQUE, 3=Generador de OCH
# @radiacionIn. SI = con luz, NO = sin luz
# QondasIn. Numero de ondas de choque
# Q@durezaIn. Tipo de dureza (DURO,SUAVE)
# Q@Qreturn. Matriz de dos filas que contiene un resumen de la media, la SD
# de los dos valores de 'x'
dibujaGraficaErr=function (datos, factorIn,radiacionIn,ondasIn,durezaln) {

attach (datos)

#calcular las medias y la SD
meanV<-c (mean (log No.N[1:3]),mean (log No.N[4:6]))
sdv<-c(sd(log No.N[1:3]),sd(log No.N[4:6]))

#limites del error
yplusV<-c (meanV[1l]+sdV[1l],meanV[2]+sdV[2])
yminusV<-c (meanV[1l]-sdV[1l],meanV[2]-sdV[2])

#dibujar grafica de error

errbar (c(1l,2),c(meanV),c(yplusV),c(yminusV),
1ty=1, lwd=0, cap=0.018, add=TRUE)

#media

points(c(l,2),c(meanV),pch=19,col="red")

#resumen de media y SD
resumen<-matrix (¢ (" ",0," ",0.0,0.0,0.0,0.0),
nrow=2,ncol=7,byrow=TRUE,
dimnames=1ist (NULL, c ("RADIACION", "ONDAS",
"DUREZA", "MEAN", "SD", "YPLUS", "YMINUS")))
#Tipo de factor
if (factorIn==1) #dureza
{ resumen[l, ]<-c(radiacionIn,ondasIn, "DURO",
meanV[1l],sdv[1l],yplusV[1l],yminusV[1])
resumen[2, ]<-c(radiacionIn, ondasIn, "SUAVE",
meanV[2],sdV[2],yplusV[2],yminusV[2])
}
if (factorIn==2) #ondas
{ resumen[l, ]<-c(radiacionIn,"90",durezaln,
meanV[1l],sdv[1l],yplusV[1l],yminusV[1])
resumen (2, ]<-c(radiacionIn, "400",durezaln,
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meanV[2],sdV[2],yplusV[2],yminusV[2])
}
detach (datos)
datos<-NULL
rm(datos)
return (resumen) #regresa medias y SD

Dibuja una grafica de tipo Box con dos valores en 'x'
Parametros:
@archivoDeDatos. Nombre del archivo 'csv' que contiene los datos
a graficar
@factorIn. Factor considerado:
1 = DUREZA, 2 = ONDAS DE CHOQUE, 3=Generador de OCH
@xlabIn. Etiqueta de los datos en eje 'x'
@mainIn. Titulo del gréafico
ver dibujaGraficaErr para los demas parametros de entrada y de salida
ibujaBoxPlot=function (archivoDeDatos, factorIn, ylimIn, xlablIn,
mainIn, radiacionIn,ondasIn,durezaln) {
inactiva.data <- new
inactiva.data <- read.csv(paste(ruta,archivoDeDatos,sep=""),
header = TRUE)

O, = = S o 3 o 3 S

attach (inactiva.data)

#calcular log

inactiva.data$log No <- 1loglO(inactiva.data$No)

inactiva.data$log N <- loglO(inactiva.data$N)

inactiva.data$log No.N <- inactiva.data$log No - inactiva.dataS$log N

#Tipo de factor

if (factorIn==1) #dureza
myFactor<-log No.N ~ as.factor (DUREZA)
if (factorIn==2) #ondas

myFactor<-log No.N ~ as.factor (ONDAS)
if (factorIn==3) #generador de ondas de choque
myFactor<-log No.N ~ as.factor (Generador de OCH)

boxplot (myFactor, ylim = ylimIn, xlab=xlabIn,main=mainIn,
ylab=expression(log[10] (Cuenta ~ viable)),
col=NULL, border="blue", horizontal=FALSE)

resumen <- dibujaGraficaErr (inactiva.data, factorIn,

radiacionIn,ondasIn,durezaln)

detach (inactiva.data)

rm(inactiva.data)

return (resumen)

}
————— Empiezan las graficas

#Dibuja las graficasl y guarda un resumen de todas las medias y las SD
#en la variable 'resumenGl'
grafical=function () {

#dividir pantalla en un grid de 2X2

par (mfrow=c(2,2))

#resumen de medias y SD

resumenGl<-matrix(c(" ",0," ",0.0,0.0,0.0,0.0),
nrow=8,ncol=7,byrow=TRUE,
dimnames=1list (NULL, c ("RADIACION", "ONDAS",
"DUREZA", "MEAN", "SD", "YPLUS", "YMINUS")))
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x<-dibujaBoxPlot ("Rsi090.csv", 1,NULL, "Dureza relativa",
"Modelos expuestos a 90 OCH con luz","SI",90,NULL)

resumenGl([1,]<-x[1,]

resumenGl[2,]1<-x[2,]

x<-dibujaBoxPlot ("Rsi0400.csv", 1,c(0.37,1.35),"Dureza relativa",
"Modelos expuestos a 400 OCH con luz","SI",400,NULL)

resumenGl[3, ]1<-x[1,]

resumenGl[4, ]1<-x[2,]

x<-dibujaBoxPlot ("Rno090.csv", 1,c(-0.1,0.3),"Dureza relativa",
"Modelos expuestos a 90 OCH sin luz","NO",90,NULL)

resumenGl[5, ]<-x[1,]

resumenGl[6, ]<-x[2,]

x<-dibujaBoxPlot ("Rno0400.csv", 1,NULL,"Dureza relativa",
"Modelos expuestos a 400 OCH sin luz","NO",400,NULL)

resumenGl([7,]1<-x[1,]

resumenGl[8,]1<-x[2,]

resumenGl #muestra medias y SD

#Grafica 2

grafica2=function () {
#dividir pantalla en un grid de 2X2
par (mfrow=c(2,2))

x<-dibujaBoxPlot ("DuroRsi.csv", 2,c(0.4,0.77),"Ondas de choque",
"Modelos duros expuestos a luz","SI",NULL, "DURO")
x<-dibujaBoxPlot ("DuroRno.csv", 2,c(0.05,0.3),"Ondas de choque",
"Modelos duros no expuestos a luz","NO",NULL, "DURO")
x<-dibujaBoxPlot ("SuaveRsi.csv", 2,NULL,"Ondas de choque",
"Modelos suaves expuestos a luz","SI",NULL,"SUAVE")
x<-dibujaBoxPlot ("SuaveRno.csv", 2,NULL,"Ondas de choque",
"Modelos suaves no expuestos a luz","NO",NULL, "SUAVE")

#Grafica 3 Inactivacién logaritmica en modelos suaves expuestos a 2730 OCH
grafica3=function () {
par (mfrow=c(1l,1))
inactiva3.data<-NULL
inactiva3.data <- read.csv(
paste (ruta, "objetivo especifico4.csv",sep=""),
header = TRUE)
inactiva3.data
inactiva3.data$log No <- loglO(inactiva3.data$No)
inactiva3.data$log N <- loglO(inactiva3.datasSN)
inactiva3.data$log No.N <- inactiva3.data$log No -
inactiva3.data$log N
inactiva3.data
attach (inactiva3.data)

meanV<-c (mean (log No.N[1:3]),mean(log No.N[4:6])) #medias
sdV<-c(sd(log No.N[1:3]),sd(log No.N[4:6]))#statistical deviation

yplusV<-c (meanV[1l]+sdV[1l],meanV[2]+sdV[2])
yminusV<-c (meanV[1l]-sdV[1l],meanV[2]-sdV[2])

#grafica Box
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boxplot (log No.N ~ as.factor (Generador de OCH),
xlab="Litotriptores extracorporales",
ylab=expression(log[10] (Cuenta ~ viable)),
col=NULL, border="blue",horizontal=FALSE)

#grafica de error

errbar(c(l,2),c(meanV),c(yplusV),c(yminusVv),
1lty=1, 1lwd=0, cap=0.018, add=TRUE)

#media

points(c(l,2),c(meanV),pch=19,col="red")

# muestra Media y SD para grafica3

# primer dato corresponde a MEXILIT y el segundo a Piezolith
meanV

sdv

#libera

detach (inactiva3.data)

inactiva3.data<-NULL

rm(inactiva3.data)

}

#Path de todos los archivos 'csv' usados para cargar los datos
ruta<-"C:/Archivos de programa/R/R-2.2.1/work/"

#llama a todas las graficas

grafical() #grafica Disefio la
grafica2 () #grafica Disefio 1b
grafica3 () #grafica Disefio 2

#SCRIPT Para el cdlculo de las ANOVAS de los objetivos especificos 3 y 4.

#Path de todos los archivos 'csv' usados para cargar los datos
ruta<-"C:/Archivos de programa/R/R-2.2.1/work/"

#-————- Anova Objetivo especifico3
#cargar datos
inactiva.data <- read.csv(paste(ruta,"resultados finales.csv",sep=""),

header = TRUE)
attach (inactiva.data)

#calcular logaritmos

inactiva.data$log No <- loglO (inactiva.data$No)

inactiva.data$log N <- loglO (inactiva.data$N)

inactiva.data$log No.N <- inactiva.data$log No - inactiva.data$log N

#calcular ANOVA
inactiva.aov <- aov(log No.N ~ (RADIACION + DUREZA + ONDAS)"2 + LOTE,
data = inactiva.data )

#resumen
summary (inactiva.aov)

#liberar

detach (inactiva.data)
rm(inactiva.data)
rm(inactiva.aov)

#--——- Anova Objetivo especificod
#cargar datos
inactival.data <- read.csv(paste(ruta,"objetivo especificod4.csv",sep=""),
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Contenido de los archivos utilizados en los Scripts.

#calcular

inactival.
inactival.
inactival.

#calcular
inactival.

header = TRUE)
attach (inactival.data)

logaritmos

data$log No <- 1loglO (inactival.data$No)

data$log N <- loglO(inactival.data$N)

data$log No.N <- inactival.data$log No - inactival.data$log N

ANOVA

aov <- aov(log No.N ~

data =

#presentar resumen
summary (inactival.aov)

#liberar

inactival.data )

detach (inactival.data)
rm(inactival.data)
rm(inactival.aov)

SuaveRsi.csv

LOTE RADIACION DUREZA ONDAS
1 Si SUAVE 90
2 Sl SUAVE 90
3 Si SUAVE 90
1 SI SUAVE 400
2 Sl SUAVE 400
3 Si SUAVE 400

SuaveRno.csv

LOTE RADIACION DUREZA ONDAS
1 NO SUAVE 90
2 NO SUAVE 90
3 NO SUAVE 90
1 NO SUAVE 400
2 NO SUAVE 400
3 NO SUAVE 400

DuroRsi.csv

LOTE RADIACION DUREZA ONDAS
1 Si DURO 90
2 Sl DURO 90
3 Si DURO 90
1 SI DURO 400
2 Sl DURO 400
3 Si DURO 400

DuroRno.csv

LOTE RADIACION DUREZA ONDAS
1 NO DURO 90
2 NO DURO 90
3 NO DURO 90

No

50000000
35000000
61000000
34000000
40000000
61000000

No

34000000
35000000
42000000
50000000
35000000
42000000

No

46000000
43000000
64000000
46000000
99000000
45000000

No

41000000
99000000
64000000

N
17700000
16400000
16600000
5100000
1770000
7600000

N

28400000
21400000
45000000
16200000
17600000
24000000

N

15200000
11200000
23700000
14400000
17700000
13600000

N

22700000
85000000
38000000

log_No
7.69897

7.544068
7.78533

7.531479
7.60206
7.78533

log_No
7.531479
7.544068
7.623249
7.69897
7.544068
7.623249

log_No
7.662758
7.633468
7.80618
7.662758
7.995635
7.653213

log_No

7.612784

7.995635
7.80618

(Generador de OCH) "2 + LOTE,

log_N
7.247973
7.214844
7.220108
6.70757
6.247973
6.880814

log_N

7.453318
7.330414
7.653213
7.209515
7.245513
7.380211

log_N

7.181844
7.049218
7.374748
7.158362
7.247973
7.133539

log_N

7.356026
7.929419
7.579784

log_No.N

0.45099674

0.3292242
0.56522175
0.82390874
1.35408672
0.90451624

log_No.N

0.07816058
0.21365427
-0.02996322
0.48945499
0.29855538
0.24303805

log_No.N

0.48091424
0.58425043
0.43143163
0.50439534
0.74766193
0.51967361

log_No.N

0.256758
0.06621627
0.22639638
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LOTE RADIACION DUREZA ONDAS

1 NO
2 NO
3 NO

Rsi0400.csv
LOTE

1 SI
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl

WN-2WN

Rsi090.csv
LOTE
1 SI

Sl
Sl
Sl
Sl
Sl

WN-=2WN

Rno0O400.csv
LOTE

1 NO
2 NO
3 NO
1 NO
2 NO
3 NO

Rno090.csv
LOTE

1 NO
NO
NO
NO
NO
NO

WN-=2LN

RADIACION

RADIACION

RADIACION

RADIACION

Resultados_finales.csv

RADIACION DUREZA

LOTE
uno
uno
uno
uno
dos
dos
dos
dos

NO
NO
NO
Sl
NO
Sl
Sl
Si

DURO
DURO
DURO

400
400
400

DUREZA ONDAS

DURO
DURO
DURO
SUAVE
SUAVE
SUAVE

400
400
400
400
400
400

DUREZA ONDAS

DURO
DURO
DURO
SUAVE
SUAVE
SUAVE

90
90
90
90
90
90

DUREZA ONDAS

DURO
DURO
DURO
SUAVE
SUAVE
SUAVE

400
400
400
400
400
400

DUREZA ONDAS

DURO
DURO
DURO
SUAVE
SUAVE
SUAVE

DURO
DURO
SUAVE
SUAVE
SUAVE
DURO
DURO
SUAVE

90
90
90
90
90
90

No

41000000
99000000
44000000

No

46000000
99000000
45000000
34000000
40000000
61000000

No

46000000
43000000
64000000
50000000
35000000
61000000

No

41000000
99000000
44000000
50000000
35000000
42000000

No

41000000
99000000
64000000
34000000
35000000
42000000

ONDAS

90
400
90
400
400
400
90
90

N

25800000
76000000
26700000

N
14400000
17700000
13600000
5100000
1770000
7600000

N

15200000
11200000
23700000
17700000
16400000
16600000

N

25800000
76000000
26700000
16200000
17600000
24000000

N

22700000
85000000
38000000
28400000
21400000
45000000

log_No

7.612784
7.995635
7.643453

log_No
7.662758
7.995635
7.653213
7.531479
7.60206
7.78533

log_No
7.662758
7.633468
7.80618
7.69897
7.544068
7.78533

log_No
7.612784
7.995635
7.643453
7.69897
7.544068
7.623249

log_No
7.612784
7.995635
7.80618
7.531479
7.544068
7.623249

log_N
7.41162

7.880814

7.426511

log_N
7.158362
7.247973
7.133539
6.70757
6.247973
6.880814

log_N

7.181844
7.049218
7.374748
7.247973
7.214844
7.220108

log_N
7.41162
7.880814
7.426511
7.209515
7.245513
7.380211

log_N

7.356026
7.929419
7.579784
7.453318
7.330414
7.653213

No
41000000
41000000
34000000
34000000
50000000
46000000
46000000
50000000

22700000
25800000
28400000

5100000
16200000
14400000
15200000
17700000

log_No.N

0.20116415
0.1148216
0.21694142

log_No.N

0.50439534
0.74766193
0.51967361
0.82390874
1.35408672
0.90451624

log_No.N

0.48091424
0.58425043
0.43143163
0.45099674

0.3292242
0.56522175

log_No.N

0.20116415

0.1148216
0.21694142
0.48945499
0.29855538
0.24303805

log_No.N

0.256758
0.06621627
0.22639638
0.07816058
0.21365427

-0.02996322
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tres
tres
tres
tres
cuatro
cuatro
cuatro
cuatro
cinco
cinco
cinco
cinco
seis
seis
seis
seis

NO
NO
Sl
SI
SI
NO
NO
Sl
Sl
NO
NO
NO
SI
SI
NO
Sl

Objetivo_especifico4.csv

Generador_de_ OCH Numero_de OCH

LOTE
1

WN-=2LN

MEXILIT Il
MEXILIT Il
MEXILIT Il
Piezolith 2300
Piezolith 2300
Piezolith 2300

DURO
DURO
SUAVE
DURO
DURO
SUAVE
SUAVE
SUAVE
DURO
SUAVE
DURO
SUAVE
SUAVE
DURO
DURO
SUAVE

2730
2730
2730
2730
2730
2730

90 99000000 85000000
400 99000000 76000000
400 40000000 1770000
400 99000000 17700000

90 43000000 11200000

90 35000000 21400000
400 35000000 17600000

90 35000000 16400000
400 45000000 13600000
400 42000000 24000000
400 44000000 26700000

90 42000000 45000000

90 61000000 16600000

90 64000000 23700000

90 64000000 38000000
400 61000000 7600000
No N
22000000 19900000
22000000 18900000
22000000 20800000
26300000 19600000
26300000 18600000
26300000 19800000

74



Referencias

[1] Conte. A., Grases F., Costa-Bauza A. & Piz4 P.: Microinfecciones y litiasis renal. Arch.
Esp. de Urol. [online]., 54(9):855-860, 2001. URL http://www.arch-espanoles-de-
urologia.es/ver_articulo.php?id=54-09-3#

[2] Lerner S.P., Gleeson M.J. & Griffith D.P.: Infection stones. J. Urol., 141:753-758,
marzo 1989.

[3] Fowler J.E.,Jr.: Bacteriology of branched renal calculi and accompanying urinary tract
infection. J. Urol., 131:213-215, Febrero 1984.

[4] Krieger J.N.: Urinary tract infections: What’s new? J. Urol., 168:2351-2358, diciembre
2002.

[5] Fuertes M., Fernandez J.C., Mohamed Z., Samblas R., Fernandez H., Senovilla J.L. &
Resel L.: Estado actual de la litotripsia extracorpdrea mediante ondas de choque. Clinicas
Urologicas de la Complutense, 3:529-561, 1995.

[6] Michaels E., Fowler. J.E.,Jr. & Mariano M.: Bacteriuria following extracorporeal shock
wave lithotripsy of infection stones. J. Urol., 140:254-256, agosto 1988.

[7] Pode D., Lenkovsky Z., Shapiro A. & Pfau A.: Can extracorporeal shock wave
lithotripsy eradicate persistent urinary infection associated with infected stones?. J. Urol.,
140:257-259, agosto 1988.

[8] Beck E.M & Riehle R.A.,Jr.: The fate of residual fragments after extracorporeal shock
wave lithotripsy monotherapy of infection stones. J. Urol., 145:6-10, enero 1991.

[9] Streem S.B.: Long-term incidence and risk factors for recurrent stones following
percutaneous nephrostolithotomy or percutaneous nephrostolithotomy/extracorporeal shock
wave lithotripsy for infection related calculi. J. Urol., 153:584-587, marzo 1995.

[10] Raz R., Zoabi A., Sudarsky. M. & Shental J.: The induced of urinary tract infection in
patients without bacteriuria who underwent extracorporeal shock wave lithotripsy. J. Urol.,
151:329-330, febrero 1994.

[11] Pettersson B. & Tiselius H.-G.: Are prophylactic antibiotics necessary during
extracorporeal shock wave lithotripsy?. Br. J. Urol., 63:449-452, 1989.

[12] Li L., Shen Z., Wang H., Fu S. & Cheng G.: Investigation of infection risk and the
value of urine endotoxin during extracorporeal shock wave lithotripsy. Chi. Med. J.,

114(5):510-513, 2001.

[13] Westh H., Knudsen F., Hedengran A-M., Weischer M., Mogensen P., Andersen J. &
The Copenhagen Extracorporeal Shock Wave Lithotripsy Study Group.: Extracorporeal

75



shock wave lithotripsy of kidney stones does not induced transient bacteremia. A
prospective study. J. Urol., 144:15-16, julio 1990.

[14] Gasser T.C. & Frei R.: Risk of bacteremia during extracorporeal shock wave
lithotripsy. Br. J. Urol., 71:17-20, 1993.

[15] Loske A.M., Prieto F.E., Zavala M., Santana A. & Armenta E.: Repeated application
of shock waves as a possible method for food preservation. Shock Waves, 9:49-55, 1999.

[16] Von Eiff C., Overbeck J., Haupt G., Herrmann S., Winckler S., Ritcher K.-D., Peters G.
& Spiegel H.-U.: Bactericidal effect of extracorporeal shock wave on Staphylococcus
aureus. J. Med. Microbiol., 49: 709-711. 2000

[17] Loske A.M., Alvarez U., Cabello M., Herrera C., Barajas A. & Prieto F.E.:
Bactericidal effect of underwater shock waves. S.E.A., septiembre 2002 URL:
http://www.ia.csic.es/sea/sevilla02/ult01012.pdf

[18] Loske A.M, Mora U., Hernandez C., Castano E. & Prieto F.E.: Bactericidal effect of
underwater shock waves on Escherichia coli ATCC 10536 suspensions. Innovative Food
Sci. & Emerging Tech., 3:321-327, 2002.

[19] Loske, A.M.: Generacion de ondas de choque débiles en agua por rompimiento
eléctrico, Tesis de Maestria, Facultad de Ciencias, UNAM, 1990.

[20] Loske A.M. & Prieto F.E.: Las ondas de choque en la litotripsia extracorporal. Rev.
Fac. Med. UNAM, 33(2):81-136, marzo—abril 1990.

[21] Loske A.M. & Prieto F.E: Fundamentos técnicos de litotripsia extracorporal. JGH
Editores, México, 1999. ISBN 970-681-001-3.

[22] Méndez, A.: Operacidn y control automatizados de un generador de ondas de choque,
Tesis de Ingenieria, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, 2005.

[23] Hunter P.T., Finlayson B., Hirko R.J., Voreck W.C., Walker R., Walck S. & Nasr M.:
Measurement of shock waves pressures used for lithotripsy. J. Urol., 136:733-738,
septiembre 1986.

[24] Loske A.M.: Application of shock waves in medicine. In G. Ben-Dor, G. Elperin, & O.
Igra, Handbook of shock waves. Academic Press, Nueva York, 2:415-440, 2001. ISBN 0-
12-086432-2.

[25] Thiel, M.: Application of shock waves in medicine. Clinical orthopaedics and related
research. 387:18-21, 2001.

[26] Lawrence A.C.: Cavitation microjets as a contributory mechanism for renal calculi
disintegration in ESWL. J. Urol., 140:1587-1590, diciembre 1988.

76



[27] Wilde T., Diaz B., Samaca Y., Silva J. M. & Morales G.: Litiasis renal y ureteral.
Asociacion Colombiana de Facultades de Medicina (ASCOFAME). [online]. URL:
http://www.sld.cu/galerias/pdf/sitios/urologia/guiacolombianalitiasis.pdf

[28] Gault M.H. & Chafe L.: Relationship of frequency, age, sex, stone weight and
composition in 15, 624 stones: comparison of result for 1980 to 1983 and 1995 to 1998. J.
Urol., 164:302-307, agosto 2000.

[29] Grases F., Conte A., Costa-Bauza A. & Ramis M.: Tipos de célculos renales. Relacion
con la bioquimica urinaria. Arch. Esp. de Urol. [online]., 54(9):861-871, 2001. URL
http://www.arch-espanoles-de-urologia.es/ver_articulo.php?id=54-09-4#

[30] Kramer G., Klingler H.C. & Steiner G.E.: Role of bacteria in the development of
kidney stones. Curr. Opin. Urol., 10:35-38, 2000.

[31] Garcia E. Olavi E., Cift¢ioglu N, Lovaco F., Correa C., Gonzalez J., Mampaso F.,
Liafio F., Garcia E. y Escudero A.: Nanobacteria. Un modelo de neo-litogénesis
experimental. Arch. Esp. de Urol. [online]., 53(4): 291-303, 2000. URL: http://www.arch-
espanoles-de-urologia.es/ver_articulo.php?id=53-04-1

[32] Lopez H., Zitto T. & Bresso C.: Infeccion urinaria. IntraMed [online]. URL:
http://www.intramed.net/actualidad/art 1.asp?idActualidad=42427&nomCat=Art%C3%A
Dculos

[33] Franco D.: Comparacion del estudio bacterioldégico de los célculos urinarios e
infecciéon de vias urinarias. Tesis de postgrado, Hospital Civil Dr. Juan 1. Menchaca,
Subdireccion de ensefianza e investigacion médica, UDG, marzo 2003.

[34] Lingman J.E., Woods J., Toth P.D., Evan A.P. & McAtter J.A.: The role of lithotripsy
and its side effects. J. Urol., 141:793-797, marzo 1989.

[35] Marcellan F.J., Ibarz L. & Salinas D.: Litiasis infecciosa. Tratamiento y
complicaciones. Arch. Esp. de Urol. [online]., 54(9):937-950, mayo 2001. URL:
http://www.arch-espanoles-de-urologia.es/ver articulo.php?id=54-09-10#

[36] Prieto F.E., Loske A.M. & Yarger F.L.: An underwater shock wave research device.
Rev. Sci. Instru., 62(7):1849-1853, julio 1991.

[37] KERR DIV OF SYBRON CORP -- 00438 VEL-MIX STONE -- 6520-00-935-1009.
URL: http://web.grcc.cc.mi.us/Pr/msds/dental/Vel-Mix.txt

[38] Bayne S.C.: CAST and DIE STONE CAST (Gypsum Products). DENT204, UNC
Casting Alloys. URL http://www.dent.unc.edu/portfolios/bayne/dental-materials/Die-
Stone-PPT-SS.pdf

[39] Hong T.Y & Wong M.: How significant are clinically insignificant residual fragments
following lithotripsy? Curr. Opin. Urol. 15:127-131, 2005.

77



[40] Goefrit O.N., Pode D. Meretyk S., Katz G., Shapiro A., Golijanin D., Wiener D.P.,
Shenfeld O.Z. & Landau E.H.: Is the pediatric ureter as efficient as the adult ureter in
transporting fragments following extracorporeal shock wave lithotripsy for renal calculi
larger than 10 mm.? J. Urol., 166:1862—1864, november 2001.

[41] Box G.E.P, Hunter W.G. and Hunter J.J.: Statistics for experiments. Ed. John Wiley &
Sons. Nueva York, 1978.

[42] R Development Core Team (2004). R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0,
URL http://www.R-project.org

[43] Tenke P., Kovacs B., Jickel M. & Nagy E.: The role of biofilm infection in urology.
W. J. Urol., 24: 13-20, enero 2006.

[44] Rassweiler J., Renner C. & Eisenberger F.: The management of complex renal stones.
Br. J. Urol., 86:919-928, noviembre 2000.

[45] Suhr D., Brummer F. & Hulser D.F.: Cavitation generated free radicals during shock
wave exposure: Investigations with cell free solutions and suspended cells. Ultrasound Med.
Biol., 17(8):761-768, 1991.

[46] Smits. G.A.H.J., Oosterhof G.O.N, de Ruyter A.E., Schalken J.A. & Debruyne F.M.J.:
Cytotoxic effects of high energy shock wave in different in vitro models: influence of
experimental set-up. J. Urol., 145:171-175, enero 1991.

[47] Speed C.: Extracorporeal shock-wave therapy in the management of chronic soft tissue
conditions. J. Bone Joint Surg. (Br), 86-B:165-71, marzo 2004.

[48] Leal C., Lopez J.C. & Reyes O.E.: Ondas de choque en Ortopedia y Traumatologia.
Revista colombiana de ortopedia y traumatologia, 16(2): Seccion V, julio 2002.

[49] Mastikhin 1., Teslenko V., Nikolin V., Kolosova N. & Gorchakov V.: Tumor growth
inhibition by shock wave activated cellular sensitivity to chemotherapy. W.C.U., 1161-
1164, septiembre 2003. URL:
http://www.unb.ca/fredericton/science/physics/prof/WCU_Paris_paper.pdf

[50] Garza R.: BACTERIOLOGIA. Patologia asociada a las enterobacterias y P. aeruginosa.

VII. ENTEROBACTERIAS y P. aeruginosa. URL:
http://depa.pquim.unam.mx/bacteriologia/pdfs/APUN-EnterobPseud.pdf

78



	Portada
	Índice General
	Introducción
	Antecedentes y Justificación
	Capítulo 1. Litotripsia Extracorporal
	Capítulo 2. Principios Básicos de Urología 
	Capítulo 3. Desarrollo Experimental
	Capítulo 4. Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Referencias

