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l. RESUMEN

La utilizacion de soluciones que generan lisis celular para la liberacion de bacterias
atrapadas dentro de células fagociticas ha sido ampliamente descrita por diversos autores,
incluyendo a Forbes, 2009, quien especificamente recomienda realizar un proceso litico
previo al cultivo. Este procedimiento se ha utilizado en liquidos corporales para reducir el
nimero de resultados falsos negativos, mejorando el diagnéstico de enfermedades
infecciosas y acortando el numero de muestras tomadas a un mismo paciente. EI método

mas sencillo es el choque osmatico, ya que no requiere de equipo y es de bajo costo.

En el presente estudio se analizaron 114 liquidos corporales (liquidos peritoneales,
sinoviales, cefalorraquideos, pericardicos y pleurales), los cuales fueron enfrentados a
diferentes concentraciones de cloruro de sodio (0.1%, 0.3% y 0.6%) y agua destilada. Al
compararse los resultados con los diferentes tratamientos se logrd una recuperacion hasta
del 16.67% con las soluciones hipotdnicas contra un 9.65% con el método de referencia. Se
analizo esta diferencia con la prueba Q de Cochran, encontrando que no es estadisticamente
significativa, por lo que se puede utilizar el método de referencia o el tratamiento por
choque osmadtico, preferiblemente este Gltimo ya que demostr6 ser eficaz para mejorar la

recuperacion de bacterias en fagocitos.

Se considera conveniente replicar este estudio utilizando solamente una solucion
salina hipoténica al 0.1% o agua destilada estéril, debido a que fueron las que obtuvieron
un mayor porcentaje de recuperacion bacteriana, ésto con el fin de incluir una mayor
cantidad de muestras y poder obtener una diferencia estadisticamente significativa.
También realizar el choque osmotico al mismo tiempo que el cultivo de referencia para
manipular al minimo las muestras, y eliminar cualquier posibilidad de que los resultados
divergentes sean por un sesgo producido por la diferencia en tiempo en que fueron

realizadas las dos metodologias.



Il. INTRODUCCION

En el Hospital General San Juan de Dios, el area dedicada a los liquidos corporales,
analiza de forma rutinaria los siguientes liquidos: cefalorraquideo, peritoneal, pleural,
sinovial, pericardico y seminal. El analisis de rutina incluye un examen macroscopico,
citologico, microbioldgico y bioquimico (Padrds, Galan, Guillén, Hortas, Marin y Noguera,
2004). Dependiendo del liquido a analizar y el tipo de microrganismo del cual se sospecha
que sea el causante de la infeccion, se realizan ciertas variantes en el procedimiento. A
todos los liquidos se recomienda hacer un examen microscopico directo y reconcentrarse

por medio de centrifugacion previo al cultivo.

Las caracteristicas fisioldgicas de los liquidos corporales muchas veces no permiten
que las bacterias se encuentren suspendidas en él, sino dentro de células fagociticas. Es por
ello que este estudio pretendia, aumentar la recuperacion bacteriana y asi mejorar el cultivo,
liberando las bacterias fagocitadas a través del procedimiento de lisis leucocitaria por
choque osm@tico, debido a que este procedimiento en particular ha demostrado ser efectivo,

barato y simple de ejecutar, siendo ideal para aplicarlo.

Se incluyeron dentro del estudio las muestras que cumplieron con los criterios de
inclusién (volumen minimo de 500 L y un conteo de al menos 5 leucocitos/mm?) por un
periodo de tres meses. Con este procedimiento se esperaba poder mejorar este proceso para
evitar resultados falsos negativos, reduciendo el nimero de veces que se repite la toma de
muestra, siendo procesos traumaticos y que retardan el diagnéstico. Se pretendia identificar
la dilucién ideal determinando la eficacia de la recuperacion de bacterias por cada una de

ella, con la finalidad de mejorar el proceso, y aplicarlo dentro de la rutina del laboratorio.



I1l. ANTECEDENTES

El cuerpo humano debido a su anatomia contiene diferentes cavidades, las cuales
estan llenas en su mayoria por liquido. Estos liquidos son formados por ultrafiltracion del
plasma, manteniendo un equilibrio en su volumen, en caso se altere este equilibrio ocurren
los Ilamados derrames (Strasinger y Di Lorenzo, 2010). Con base al tipo de etiologia por la
que ocurre un derrame, los liquidos pueden clasificarse en transudados y exudados; los
primeros son aquellos en los que un trastorno sistemico altera el equilibrio en la regulacion
de la filtracion y reabsorcién y los segundos, son debidos a infecciones o malignidades que

afectan las cavidades o las membranas que las conforman. (Strasinger y Di Lorenzo, 2010).

Estos liquidos corporales son por su naturaleza estériles, por lo que una infeccién en
ellos es muy evidente (Forbes, Sahm & Weissfeld, 2009). En caso de encontrarse una
infeccion se produce un derrame de liquido de tipo exudativo, el cual se caracteriza por
contener una mayor cantidad de proteinas y células, principalmente leucocitos
polimorfonucleares (Arias, Aller, Arias y Aldamendi, 2000). Los polimorfonucleares y
mononucleares son células fagociticas que se encuentran residentes en los tejidos y en la
circulacién periférica (Male, Brostoff, Roth & Roitt, 2007) y por ende también dentro de
los liquidos donde algin agente bacteriano ha producido infeccién. Por lo anterior, la
finalidad del analisis de los liquidos corporales es la identificacion del agente causal, esto

implica una tincién de Gram y cultivo.

A continuacién se describen los liquidos incluidos en el estudio, el liquido seminal
se excluye debido a que no se solicita un cultivo de rutina en el laboratorio donde se

realizara el estudio, asi como el liquido amni6tico que no se trabaja de rutina.



A. LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

1. Descripcion

El liquido cefalorraquideo es un liquido claro, incoloro y con alto contenido de
proteinas que se encuentra rodeando al sistema nervioso central, es producido en parte en
los plexos coroideos (red vascular parecida a vellosidades ubicada en la piamadre) y en
mayor medida por los capilares de la cavidad subaracnoidea del craneo, y la médula

espinal, asi como perivascularmente en el epéndimo y el parénquima (Liem, 2006).

2. Funcion
e Proteccion del cerebro y de la médula espinal de golpes.
e Recoger los desechos del metabolismo y proporcionar nutrientes del cerebro,
piamadre y aracnoides.
e Regulacién de la composicion quimica.
e Mantener al cerebro libre de bacterias y virus, teniendo una funcion parecida a la
de la linfa (Liem, 2006).

3. Volumen normal

La cantidad secretada es de unos 20 a 40 mlL/hora produciéndose en total
aproximadamente 1,000 mL/dia, haciendo un recambio entre tres y seis veces al dia.
Alrededor de 140 mL de liquido cefalorraquideo se encuentra en las cavidades internas y
externas, de las cuales menos de 20 mL bafian la médula espinal (Liem, 2006).

4. Obtencion
Se puede obtener por puncién lumbar, cisternal o ventricular, siendo la primera la
méas habitual debido a su facil ejecucion e inocuidad habitual, aunque no esta libre de

riesgos por lo que no debe realizarse indiscriminadamente (Rojo y Barbera, 1992).

La puncion lumbar se realiza con una aguja llamada broca entre los espacios
intervertebrales L3-L4, L4-L5 o L5-S1. Generalmente se colectan tres porciones, siendo la

tercera porcion la mas clara aunque la puncion haya sido traumatica, se recomienda usar la



porcion mas turbia para microbiologia (Anzolane, Arenas, Ballasté, Bazet, Blanco,
Legnani, et. al., 2004).

En la puncion cisternal o suboccipital se recomienda la insercion de medios de
contraste, se realiza en la parte posterior del cuello, entre la protuberancia occipital externa
y la apofisis espinosa del axis. Se efectua atravesando el ligamento occipito-atloideo, con
cuidado de no puncionar el bulbo raquideo. La puncién ventricular solo estd indicada en
procesos neuroquirdrgicos. En los lactantes ésta se realiza a traves de la fontanela; en los
adultos previamente debe efectuarse un agujero en el hueso craneal, frontal u occipital, a
través de los cuales, y mediante la canula de Dandy se efectla esta puncidn. El riesgo de
lesion cerebral se aumenta al hacer repetidas punciones al no encontrar el ventriculo lateral
(Rojo y Barbera, 1992).

5. Valores Normales
e Sodio: 137 - 145 meg/L (137 - 145 mmol/L)
e Potasio: 2,7-3,9 meg/L (2,7 - 3,9 mmol/L)
e Calcio: 2,1-3,0meg/ (1,0-1,5mmol/L)
e Magnesio: 2,0 -2,5meg/L (1,0 - 1,2 mmol/L)
e Cloruro: 116 - 122 meg/L (116 -122 mmol/)
e pH:7.31-7.34
e Glucosa: 40 - 70 mg/dL (2,22 3,89 mmol/L)
e Proteinas totales: 40 - 70 mg/dL (2,22 3,89 mmol/L)
e (Liguido Céfalorraquideo (LCR), s.f)
e Eritrocitos: 0 — 500 células / pL
e Leucocitos: 0 - 18 células/pL (Elias, s.f.)
¢ Recuento diferencial:
o Linfocitos: 60 - 70 %
o Monocitos: 30 - 50 %
o Neutroflos: ninguno (Liquido Cefalorraquideo (LCR), s.f)



6. Patologia
La puncion lumbar se realiza con muchos fines:

e Detectar una enfermedad del sistema nervioso central.

Introducir medicamentos o contraste radiologicos.

e Disminuir la presion intracraneal.

e Valorar ciertos trastornos electroliticos que la sangre no puede reflejar.

e Extraer sangre o exudado del espacio subaracnoideo (Diaz, Fernandez y Parede,
1997).

7. Analisis
Como todos los liquidos corporales su analisis incluye un analisis citoldgico, en el
que se realiza un recuento de leucocitos y eritrocitos, también un recuento diferencial de los

leucocitos.

Si se observan un predominio de polimorfonucleares neutréfilos es sugestivo de
meningitis bacteriana, si el predominio es de linfocitos y monocitos se sugiere una
meningitis viral, tuberculosa o micética. (Strasinger y Di Lorenzo, 2010). Los principales
patdégenos bacterianos que provocan meningitis son Haemophilus influenzae tipo B,
Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis, aunque también es posible encontrar
otro tipo de bacterias mas variadas como Streptococcus agalactiae, Klebsiella pneumoniae,
Treponema pallidum, Mycobacterium tuberculosis y mas (Centro para el Control y la

Prevencién de Enfermedades, 2016)



Tabla 1. Prevalencia de agentes causales de meningitis.

Microorganismo

Porcentaje (%)

Bacterias 59.1

Gram positivo
Staphylococcus coagulasa negativo 13.6
Sthapylococcus aureus 4.5
Streptococcus pneumoniae 4.5

Gram negativo
Acinetobacter baumanii/haemoliticus 114
Enterobacter cloacae 4.5
Escherichia coli 4.5
Pseudomonas aeuruginosa 4.5
Serratia marcences 6.8

Otros

Hongos 40.9
Cryptococcus neoformans (cultivo) 22.7
Cryptococcus neoformans (antigeno) 114
Histoplasma capsulatum 4.5
Levadura no identificada 2.3

Fuente: Rivera, Martinez, Melini y Cabrera, 2011.

Debido a esta amplia gama de agentes etioldgicos de la meningitis, es importante

realizar una identificacion pronta y acertada del microorganismo responsable de la

infeccion, cualquier retraso puede evitar un tratamiento oportuno lo cual puede tener serias

consecuencias para el paciente.



Tabla 2. Examen macroscépico del LCR y su significado clinico

Aspecto Causa Interpretacion
Claro cristalino Normal
Opalescente, turbio, Leucocitos Meningitis
lechosos, nebuloso Microorganismos Meningitis

Proteinas

Trastornos que afecta la barrera
hematoencefalica

Produccion de 1gG

Aceitoso Medio de contraste
Sanguinolento Eritrocitos Hemorragia
Puncidn traumatica
Xantocrémico Hemoglobina Hemorragia antigua.
Células destruidas por puncion
traumatica
Bilirrubina Degradacion de eritrocitos.
Concentracion elevada de
bilirrubina sérica
Caroteno Concentracion sérica elevada
Proteinas Trastornos que afectan la barrera
hematoencefalica
Melanina Melanosarcosma meningeo
Coagulado Proteina Trastornos que afectan la barrera
hematoencefalica
Factor de coagulacion Introducidos por puncion
traumatica
Pelicula Proteina Trastornos que afectan la barrera

Factor de coagulacion

hematoencefalica

Meningitis tuberculosa

Fuente: Strasinger y Di Lorenzo, 2010



B. LIQUIDO ASCITICO

1. Descripcion
El liquido ascitico o peritoneal, es un liquido claro y transparente, de color amarillo
palido, se encuentra en la cavidad abdominal manteniéndose en equilibrio dinamico por

fuerzas que regulan su formacion y reabsorcion (Garcia, Fernandez y Paredes, 1994).

La produccién y la reabsorcidn estan sujetas a las presiones hidrostatica y coloidal
(oncotica) de los capilares que irrigan las cavidades y a la permeabilidad capilar, en
condiciones normales la presién coloidal que confiere las proteinas del suero es similar a la
de los capilares en ambos lados de la membrana. Por consiguiente, la presion hidrostatica
en los capilares parietales y viscerales hace que el liquido ingrese entre las membranas

(Strasinger y Di Lorenzo, 2010).

2. Funcion
e Lubricar los 6rganos viscerales del roce entre ellos.
e Proteger la cavidad abdominal amortiguando en movimientos y traumatismos
(Garcia et. al., 1994).

3. Volumen normal

Contiene normalmente una cantidad menor a 50 mL (Garcia et. al., 1994)

4. Obtencion

Puncidn del area abdominal conocida como paracentesis (Strasinger y Di Lorenzo,
2010), o en caso de estar en procesos de dialisis peritoneal, la muestra sera la bolsa
completa, de la cual se tomaréd una porcion para realizar los andlisis correspondientes asi
como el cultivo en busca de alguna bacteria causante de peritonitis (Anzolane, et. al.,
2004).
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5. Valores Normales
e Glucosa 75-110 mg/dL (similares a los del suero)
e Amilasa: < 200 U/L en pancreatitis se puede elevar hasta 1.5 veces mas que en
suero.
e Proteinas: < 3 g/dL en transudados, > 3 g/dL en exudados
e Relacion LDH peritoneal/suero: <0.6 U/L
e Eritrocitos: < 100 células / pL

e Leucocitos: < 300 células / uL (Elias, s.f.) (Pagana y Pagana, 2014)

6. Patologia

A la acumulacion de liquido entre las dos membranas peritoneales se denomina
ascitis. Las infecciones bacterianas (peritonitis), a menudo como resultado de perforacién
intestinal o rotura del apéndice y los procesos malignos son las causas méas frecuentes de
liquidos exudativos (Strasinger y Di Lorenzo, 2010). También es posible encontrar ascitis
en infecciones o inflamaciones agudas como apendicitis, colecistitis, Ulceras perforadas,
diverticulitis, pancreatitis, salpingitis, infecciones pélvicas, cirrosis, presencia de sustancias
irritantes, pancreatitis, cuerpos o sustancias extrafias (endégenas o exdgenas) como escape

anastomotico, contaminantes como sangre, bilis, orina, etc. (Huaman, s.f.)

Este tipo de muestra también es importante debido a la dialisis peritoneal la cual se
realiza en pacientes con insuficiencia renal, principalmente pediatricos, este procedimiento
permite depurar liquidos y electrolitos, debido a que el peritoneo es una membrana
semipermeable a liquidos y solutos. Para ello se inserta un catéter en esta cavidad y se
introduce una solucion baja en solutos, si se necesita eliminar agua se satura la solucion con
glucosa, esta solucién se mantiene por un tiempo en la cavidad peritoneal y luego es

retirado junto con los desechos y el exceso de agua (Rivas y Sanchez, 2014).

Debido a que este tipo de procedimiento generalmente es ambulatorio es muy comin
encontrar multiples complicaciones: anemia, diabetes, hipertension, aunque la mas comdn
es la peritonitis debido a la constante manipulacién de las bolsas que contiene el liquido de

dialisis, asi como la composicion de los mismos (Ronco, Rosner & Crepaldi, 2012). Se
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pueden presentar dafos estructurales derivados del empleo de soluciones dialiticas,
pudiendo ser dafio estructural en las células de esta membrana (Montenegro, Correa, y
Riella, 2009). Los dos principales agentes etiolégicos son Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa, dependiendo de la bacteria asi sera el tratamiento de antibioticos
suministrado, debido a que las soluciones de dialisis contienen dentro de su composicion
antibidticos una infeccion también implica muchas veces resistencia a antibioticos (Kam-

Tao, Szeto, Piraino, Bernardini, Figuereido et al., 2010).

C. LIQUIDO PLEURAL

1. Descripcion

El liquido pleural normal y trasudado es claro y de color amarillo palido, se obtiene
de la cavidad pleural ubicada entre la membrana pleural parietal que reviste la pared del
torax y la membrana pleural visceral que recubre los pulmones (Strasinger y Di Lorenzo,
2010). Las dos cavidades pleurales, derecha e izquierda, no mantienen comunicacion entre
si, el perfecto equilibrio entre la formacién y la reabsorcion de este liquido mantiene su
volumen dentro de los limites fisioldgicos, lo cual es muy importante debido al
funcionamiento pulmonar (Garcia et. al., 1994). Estas fuerzas son las presiones oncéticas e
hidrostaticas que ejercen la pared toracica y el pulmon sobre la pleural parietal y la pleura
visceral respectivamente, la alteracion de estos mecanismos y presiones causa un

desequilibrio en el volumen de este liquido (Strasinger y Di Lorenzo, 2010).

2. Funcion
Proporcionar lubricacién entre las membranas parietal y visceral, necesaria para
evitar la friccion de los 6rganos durante el movimiento de expansién y contraccion de los

pulmones (Strasinger y Di Lorenzo, 2010).

3. Volumen normal
El nivel de normalidad de este liquido es menor a los 15 mL (Silva, Garcia, Gémez,
Murfioz, Silva et al., 2006).
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4. Obtencion

Se conoce como toracentesis la cual se realiza con una jeringuilla y una aguja fina, se
trata de realizar una puncion aspirativa del espacio pleural que se encuentra ocupado por un
fluido liquido o liquido y gaseoso (hidroneumotdrax). Una vez elegida la zona por donde se
puncionard la pleura y tras esterilizar la piel se introducird la aguja por un espacio
intercostal, procurando que dentro de la jeringuilla haya una presion negativa, tirando del
émbolo mientras de introduce la aguja, de esta forma nada mas llegar a la camara pleural se
empezara a llenar la aguja, evitando introducirla mas y dafar el pulmén (Tamame y
Martinez, 2000).

5. Valores Normales
e Glucosa: 60 — 115 mg/dL (similar al valor sérico)
e Proteinas: Relacion liquido/suero < 0.5
e Triglicéridos: < 110 mg/dL
e pH: > 7.4 (Paganay Pagana, 2014)
e Eritrocitos: < 100 células / pL

e Leucocitos: < 300 células / pL (Elias, s.f.)

6. Patologia

Un derrame pleural se da por un desequilibrio, ya sea por perdida de la integridad de
la membrana pleural, o por alteracion de las presiones hidrostaticas, disminucion del flujo
linfatico, también puede ser secundario a un proceso inflamatorio, los microorganismos que
se encuentran habitualmente en el derrame pleural son: S. pneumoniae, S. pyogenes; S.
aureus, H. influenzae, enterobacterias, P. aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis,
Legionella pneumophila, anaerobios, menos frecuente por actinomicetos, hongos, virus y
micoplasmas (Garcia et. al., 1994). Como se puede ver estas bacterias también son en
muchos casos responsables de infecciones pulmonares, ya que de este punto es de donde

migran al liquido pleural.
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D. LIQUIDO PERICARDICO
1. Descripcion

El liquido pericardico normal y trasudado tiene aspecto claro y un color amarillo
palido (Strasinger y Di Lorenzo, 2010). La cavidad pericardica es el espacio potencial que
se encuentra entre las capas opuestas de las capas parietal y visceral del pericardio seroso,

normalmente contiene una delgada capa de este liquido seroso (Moore y Agur, 2003).

2. Funcion
Permite que el corazén se mueva y lata en un movimiento sin fricciones (Moore y
Agur, 2003).

3. Volumen normal
Normalmente se encuentra solo un pequefio volumen (10 a 50 mL) (Strasinger y Di
Lorenzo, 2010).

4. Obtencion

El procedimiento conocido como pericardiocentesis es el procedimiento clasico de
drenaje, se debe de realizar siempre en el quir6fano. Hasta hace unos afios este
procedimiento se realizaba con una aguja con una llave de tres pasos, por medio de una
jeringuilla de 50 cc. se procedia lentamente a la evacuacion, actualmente se dispone con
unos sets con los que se cuenta con todo el material desechable para el procedimiento. Lo
primero es colocar al paciente en una posiciéon adecuada, elevando el torso 45° para que el
liguido quede remansando en la zona diafragmatica, el cual serd el lugar de la puncidn,
luego de la insercion de la aguja se puede conectar un cable adecuado a una de las
derivaciones del ECG, de esta forma se puede ver la imagen electrocardiografica de un
extrasistole cuando la aguja toque el pericardio y evitar herir el corazén (Tamame y
Martinez, 2000).

5. Valores Normales
e Glucosa: 75% del valor en suero

e Proteinas: < 3 g/dL
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e Eritrocitos: < 100 células / pL

e Leucocitos: < 300 celulas / uL (Elias, s.f.)

6. Patologia

Los derrames pericardicos son resultado de cambios en la permeabilidad de las
membranas debido a infeccidn, procesos malignos o traumatismos productores de exudado.
Cuando se sospecha de endocarditis, ésta suele producirse por infecciones respiratorias
previas de Haemophilus, Streptococcus, Staphylococcus, adenovirus, cocksackievirus,
encontrdndose en aumento los derrames de origen tuberculoso (Strasinger y Di Lorenzo,
2010).

E. LIQUIDO SINOVIAL

1. Descripcion

También llamado articular, se caracteriza por ser viscoso, debido a la secrecion de
acido hialurénico y proteinas por las células que componen la membrana, su composicion
es muy parecida a la del plasma, a veces es posible observar cristales dentro de él. Se
encuentra en las cavidades articulares moviles, los huesos en ellas estan revestidas de
cartilago articular liso y separados por una cavidad que contiene este liquido. Se forma por
ultra filtrado del plasma por la membrana sinovial, aunque ésta no es muy selectiva como

en otros liquidos (Strasinger y Di Lorenzo, 2010).

2. Funcion
En conjunto con el cartilago, reducir la friccion de los huesos durante el movimiento

(Strasinger y Di Lorenzo, 2010).

3. Volumen normal

La cantidad de liquido presente varia con el tamafio de la articulacién, por ejemplo la
cantidad normal de liquido en la cavidad de la rodilla adulta es de 3.5 mL (Strasinger y Di
Lorenzo, 2010).
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4. Obtencion
El liquido sinovial se obtiene por aspiracion con aguja estéril, procedimiento
conocido como artrocentesis (Strasinger y Di Lorenzo, 2010).

5. Valores Normales
e Glucosa: > 40 mg/dL
e Proteinas: 1.1 — 2.2 d/dL
e Acido Urico: < 8 mg/dL
e LDH: igual al suero del paciente
e Cristales: Ausencia
e Teste de mucina: no coagula

e Globulos blancos: < 100 células / pL (Liquidos de puncién, s.f.)

6. Patologia

El agente infeccioso que se encuentra en mayor proporcion en las infecciones
sinoviales es S. aureus, también se encuentran bacterias Gram negativas como E. coli y P.
aeruginosa en pacientes drogadictos por via intravenosa, inmunocomprometidos, con

enfermedades cronicas debilitantes y neonatos (Kelley, 1992).

F. ANALISIS DE LOS LIQUIDOS CORPORALES

Luego de haber obtenido la muestra de los liquidos corporales se procede a realizar

el andlisis de los mismos, este procedimiento es el mismo para todos los tipos de liquidos:

1. Macroscopico

Primero se realiza una observacion macroscopica, de preferencia se debe utilizar un
tubo milimetrado para su obtencidn y asi medir el volumen obtenido. De no ser posible se
puede utilizar un recipiente similar, se llena con agua hasta el nivel que se obtuvo de

muestra, y se mide el agua utilizada. Debido a las caracteristicas estériles de esta muestra
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debe evitarse su contaminacion. Se debe anotar la coloracion, turbidez, y demas

caracteristicas fisicas del liquido a analizar (Silvay Garcia, 2004).

2. Bioguimico

Este ayuda en la clasificacion de un trasudado o exudado, sobre todo observar la
cantidad de proteinas en él. También se puede hacer un andlisis de otros analitos como
colesterol, LDH (Lactato deshidrogenasa, triglicéridos, bilirrubina, etc. aunque estos
ultimos no se realizan de rutina (Strasinger y Di Lorenzo, 2010). En el caso del liquido
cefalorraquideo es de suma importancia de un estudio bioquimico, ya que en la meningitis,
especialmente en las bacterianas, se observa una elevacion de las proteinas y disminucion
de la glucosa en una infeccion bacteriana, mientras que en una infeccién virica se pueden
encontrar con valores cercanos a los normales (Zaragoza, Gimeno, Peman y Salavert,
2006).

3. Recuento celular

Se debe realizar un estudio celular basico, empezando con un conteo con una camara
de Neubauer, el mayor aumento celular se ve en las infecciones bacterianas, con un claro
predominio de polimorfonucleares. Sin embargo, en infecciones tuberculosas, micética y

viricas existe un aumento de células méas moderado y con predominio linfocitario.

La coloracion de Gram es la prueba microbiologica mas urgente a realizar,
especialmente para el LCR, su rendimiento estd relacionado con la concentracion
bacteriana en la muestra y al tipo de microrganismo. También es posible realizar otras
tinciones como Ziehl-Neelsen para la deteccion de bacilos acido-alcohol resistentes, en
concreto M. tuberculosis. La tincion de tinta china es muy util para la deteccién de

levaduras capsuladas (Cryptococcus neoformans) (Zaragoza et. al., 2006).

4. Cultivo
Se procede luego al cultivo de la muestra, llevandose a cabo en medios sélidos y
liquidos, dentro de los que se incluye el agar chocolate, si se sospecha de una infeccion por

enterobacterias se debe utilizar un medio selectivo diferencial. La incubacion se realiza a
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37°C con un 5-7% de CO; y durante al menos 48 horas (Zaragoza et. al., 2006). En el
laboratorio del Hospital General San Juan de Dios se siembra en agar sangre de carnero,
agar chocolate y agar MacConkey como rutina.

G. RECUPERACION BACTERIANA

Como parte del proceso de andlisis realizado a los liquidos corporales se realiza
convencionalmente una reconcentracion por medio de centrifugacion, antes del cultivo, de
acuerdo a Forbes, 2009, en el caso del liquido peritoneal se recomienda una lisis celular
previo a la centrifugacion, lo cual puede incrementar significativamente la deteccion de
microrganismos. La eficacia de la lisis de los leucocitos radica en que un tratamiento con
choque osmdtico libera los micoorganismos presentes en los leucocitos, son liberados de

los liquidos de diéalisis (Melchor, Sanchez, Gonzalez y Salazar, 2007).

Existen multiples técnicas con lo cual se puede lograr dicho procedimiento,
usualmente se utiliza para liberar y luego seleccionar los diferentes componentes celulares,
el método mas liviano y simple para hacerlo es la lisis osmética que consiste en suspender
las células en alguna solucién hipotdnica, es decir, una solucion en la que la concentracion
de los solutos sea menor a la presente dentro de las células a lisar. Este método funciona
bien con células animales, pero suele ser inefectivo en células con pared celular, como las
procariotas, por lo que esta técnica es ideal para recuperar bacterias presentes dentro de los
fagocitos (Voety Voet, 2006).

El secuestro de microorganismos patdgenos por los leucocitos es comdn y continuo
dentro de los liquidos, especialmente el peritoneal. En este caso, en el momento que un
paciente es sometido a dialisis peritoneal, el liquido utilizado para llevar a cabo dicha
dialisis puede inhibir las propiedades bactericidas de los leucocitos, reactivandose estas
propiedades al inocularse en un medio de cultivo, por lo que las bacterias dentro de ellos
mueren y no es posible aislarlas. Debido a ello es necesario recurrir a técnicas en las que se

implica la lisis leucocitaria y reconcentracion de las baterias viables. La lisis antes o
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después de la inoculacion del medio de cultivo, ya sea de forma quimica o fisica aumenta
notablemente la recuperacion de células bacterianas (Taylor, 1994).

Referente a estas técnicas, existe una amplia variedad de opciones, cada una
variando en metodologia e instrumentos a utilizar. Siendo la mas efectiva con un 84%, la
centrifugacion luego de la lisis leucocitaria, pero es técnicamente demandante. La filtracion
sin lisis de leucocitos es mucho méas simple de realizar y tiene resultados similares. El
enriquecimiento de los medios de cultivo es mucho menos satisfactorio, con una
efectividad del 65%. EI cultivo del liquido luego de realizar una reconcentracion por
centrifugacion es mucho mas pobre, con un 59% luego de 48 horas de incubacién (Ludlam,
Price, Berry & Phillips, 1988).

En la Tabla 3 se encuentran los datos comparativos entre la tincién de Gram y el
resultado de los cultivos en el laboratorio del Hospital General San Juan de Dios, durante
un periodo de tres meses, tal como se puede notar, en 34 muestras se observan bacterias en
la tincion de Gram, pero en el cultivo no se logran aislar. También hay otras discrepancias
entre la tincion de gram y el cultivo, ya que no siempre es posible observar bacterias,

aunque el crecimiento puede ser positivo cuando se observan leucocitos.

Si se analiza como porcentajes, un 2.97% de muestras mostro bacterias en la tincion
de Gram que no fue posible aislar, pero si se toma en cuenta el 23.12% de muestras en la
que la presencia de leucocitos en la tincion de Gram no evidencié crecimiento de bacteriano
al realizar el cultivo, y un 0.79% de muestras en la que las bacterias observadas no fueron
las mismas que las recuperadas en el cultivo, por ejemplo si se observaron cocos gram
positivos y la bacteria aislada es un bacilo gram negativo, al incluir todos estos grupos
bacterianos el porcentaje se encuentra alrededor del 25%. Tomando en cuenta toda esta
informacion obtenida se puede inferir que la técnica de cultivo utilizada en el area de
liquidos del Hospital General San Juan de Dios puede ser mejorada notablemente,

disminuyendo la cantidad de falsos negativos.
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Tabla 3 Comparacion de resultados de tincion de Gram y cultivos

Gram Cultivo Cantidad Porcentaje de muestras
Bacterias No hay crecimiento 34 2.97%
Leucocitos No hay crecimiento 264 23.12%
Leucocitos Crecimiento bacteriano 50 4.38%
Bacterias Crecimiento bacteriano 24 2.10%
Bacterias Crecimiento de bacterias distintas 9 0.79%
Negativo Crecimiento bacteriano 45 3.94%
Negativo No hay crecimiento 716 62.70%

Fuente: Laboratorio Clinico del Hospital General San Juan de Dios, 2014

H. TECNICAS ALTERNATIVAS DE LISIS CELULAR

1. Citocentrifugacion

Utiliza una centrifuga capaz de separar y colocar una capa de 6 mm de células en una
placa de vidrio para su tincion con Gram. Esta técnica es Gtil para mejorar la observacion
de bacterias, ya que mejora notablemente la observacion de las mismas en liquidos
corporales, y por ende se acelera el diagnostico diferencial, debido a un aumento de la
sensibilidad del 61 al 89% comparado con la técnica convencional. Los dispositivos
utilizados para esta centrifugacion deben ser estériles y descartables, sumado al costo
elevado de estas centrifugas, vuelve demasiado cara dicha técnica aunque se mejora y
acelera el diagndstico, pero a un costo que no puede ser soportado por el sistema de salud

de Guatemala (Diaz, Garcia, De la Barra y Gasep, 2002).

2. Lisis en cultivo

Dentro de las demas técnicas disponibles para el cultivo, se puede utilizar un medio
de cultivo que contenga saponinas y demas aditivos para lograr la lisis (Taylor, 1994). Las
saponinas son compuestos organicos, glucosidos esteroidales ampliamente distribuidos en
el reino vegetal. Las conocidas como saponinas triptenoides se caracterizan por unirse a los
colesteroles de la membrana celular de los protozoos (eucariotas), lo que ocasiona su

ruptura (lisis). La membrana celular de las bacterias no contiene colesterol (Diaz, 2010)
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Estos procedimientos y técnicas son conocidos dentro del hospital como Isolator®, son
utilizados para la recuperacion de bacterias y hongos intracelulares, también para bacterias
anaerobicas en hemocultivos, ya que las saponinas tampoco afectan a estos
microorganismos, pero se pueden usar con liquidos corporales. La desventaja de la
utilizacion de este tipo de sustancias es el costo aumentado de los medios de cultivo

(Peman, Ramos e Iglesias, 2011).

3. Soluciones lisantes

Otras soluciones que se utilizan para provocar lisis leucocitaria son formuladas
dependiendo de la metodologia, asi algunas contienen enzimas, emulsificantes como Tween
20, etc. se aplican no sélo para liquidos corporales sino que principalmente en
hemocultivos, en cuyo caso se agregan soluciones lisantes como polietanolsulfonato a los
caldos de cultivo, obteniendo un 50% de cultivos positivos contra un 25% de cultivos
positivos con la metodologia convencional. A pesar de esta notoria ventaja, demostrada en
hemocultivos, la adicion de cada una de estas sustancias implica un aumento en el costo de

estos medios de cultivo (Zierdt, Peterson, Swan & MacLowry, 1982).

4. Filtracion

Es una técnica mucho mas compleja, adicional a la lisis celular se filtran las muestras
en una membrana de celulosa, usualmente con poros de 0.45 um o menos. Luego estas
membranas son cultivadas de nuevo en un medio nutritivo para proseguir con la
identificacion de las bacterias. Se ha podido observar un incremento de la sensibilidad de
esta metodologia, conforme la bacteriemia se va volviendo indetectable. Debido a que
regularmente se encuentra una cantidad muy baja de bacterias, la deteccién por cultivo es
muy rara debido a la fagocitosis, por lo que la metodologia de choque osmoético vuelve
mucho mas sensible el cultivo Evidentemente la desventaja de esta metodologia radica en
la necesidad de una membrana para la filtracion, y un nuevo medio de cultivo para la
identificacion de las bacterias, a pesar de ser la técnica con una mayor recuperacion
bacteriana, no ha podido desplazar al cultivo convencional, o al adicionado Unicamente con

sustancias lisantes (Zierdt et al., 1982).
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IV. JUSTIFICACION

La técnica utilizada dentro del laboratorio del Hospital General San Juan de Dios es
la reconcentracion por centrifugacion, la cual cuenta con un 59% de recuperacion luego de
48 horas de incubacion (Ludlam et al., 1988) se podria inferir que alrededor del 40% de los
pacientes tiene un resultado falso negativo, tomando en cuenta esta informacion es
necesario realizar una mejora en la recuperacion de bacterias dentro de los liquidos
corporales. Con la aplicacion de la técnica de chogue osmético se podra reducir el nimero
de resultados falsos negativos, evitando que verdaderas infecciones que requieren un
tratamiento médico sean tomadas como procesos inflamatorios no infecciosos, y
reduciendo la toma de muestras repetidas, ya que son procesos poco agradables para los
pacientes. También tomando en cuenta que no hay estudios de este tipo, siendo este el

primero en realizarse.

Conociendo las limitantes de recursos dentro del hospital, es necesario optar por la
variante que sea mas accesible y simple, el “choque osmdtico, sin necesidad de recursos
extras a los disponibles en el laboratorio, que ha demostrado ser bastante efectiva para
provocar lisis leucocitaria (Melchor et. al., 2007). También se optd por la solucién méas
accesible, la cual es solucidn salina hipotonica a distintas concentraciones, para determinar
la mejor dilucidn a utilizar en el analisis de liquidos de esta unidad, todo esto con el fin de
mejorar el proceso sin necesidad de realizar muchos cambios en mismo, evitando utilizar
materiales o equipos extra a los ya utilizados, logrando asi mayor eficacia, razones por las

cuales es importante realizar este estudio.

Finalmente, reiterando la aplicacién de la técnica por choque osmotico, la
utilizacion de solucién salina hipotonica como pretratamiento no encarece la prueba
convencional, y su posterior proceso no difiere tampoco, por lo que no es necesario invertir
en equipo, o materiales extras, logrando una técnica barata y facilmente aplicable en

cualquier laboratorio que actualmente cuente con analisis y cultivo de liquidos corporales.
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL
Determinar la eficacia de la recuperacion de bacterias en fagocitos a través de lisis

celular utilizando la técnica de choque osmotico.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Establecer la concentracion de solucion salina hipotonica que permita la mayor
recuperacion de bacterias dentro de fagocitos.
e Comparar por medio del cultivo la recuperacién de bacterias dentro de fagocitos

en diferentes liquidos corporales con respecto a la técnica convencional.
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VI. HIPOTESIS

La lisis a células fagociticas presentes en los liquidos corporales por choque
osmotico con solucion salina hipotdnica mejora la recuperacion de bacterias viables
fagocitadas, permitiendo obtener resultados positivos e identificacion del agente etiolégico

de infecciones no detectadas por la metodologia convencional.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA

1. Universo

La poblacion que acude al Hospital General San Juan al Laboratorio Clinico para
realizar un andlisis de algin liquido corporal: peritoneal, sinovial, pericérdico,
cefalorraquideo o pleural, efectudndose los analisis de macroscépicos, citologicos,

bioquimicos y microbioldgicos de rutina.

2. Muestra
La muestra fue seleccionada por conveniencia en un periodo de tres meses. Es un
estudio de tipo transversal. De 468 muestras se incluyeron en el estudio 114 de liquidos
peritoneales, sinoviales, cefalorraquideos, pericardicos, o pleurales, que cumplieron con los
siguientes criterios de inclusion:
e Conteo: > 5 leucocitos/mm?®,

e Volumen de muestra: > 500 pL.

Todas las muestras que no cumplieron con los criterios anteriores fueron excluidas
del estudio. También se excluyeron los liquidos seminales y amnioticos, debido a que no se

les realiza cultivo de rutina en el laboratorio del Hospital General San Juan de Dios.

B. RECURSOS
1. Humanos
a. Tesista:

e Br. Diego Monterroso Rodriguez.
b. Asesores:
e MSc. Martin Nestor Gil Carrera.

e Lic. Antonio Alejandro Galindo Ruiz
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Laboratorio de Liquidos Corporales, Laboratorio Clinico, Hospital General San Juan de

Dios.

C. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

Microtubos de 2.0 mL
Laminas portaobjetos de vidrio
Cubreobjetos de vidrio
Cémara de Neubauer

Pipetas plasticas desechables

Asas bacterioldgicas

2. Equipo

Centrifuga para microtubos
Campana de flujo laminar
Microscopio de luz

Incubadoraa 37° C

3. Reactivos

Cristal violeta
Lugol
Alcohol-acetona
Safranina

Tinta china
Carbol fucsina
Alcohol-4cido
Azul de metileno

Solucion salina al 0.6 %



26

e Solucién salinaal 0.3 %
e Solucién salinaal 0.1 %

e Agua destilada estéril

4. Medios de cultivo
e Agar sangre de carnero al 5%
e Agar chocolate

e Agar MacConkey

5. Procedimiento

El personal del Laboratorio del Hospital General San Juan de Dios realizo el
procedimiento estandar establecido para el analisis de liquido el cual incluye concentracion
por centrifugacion, adicionandole un tratamiento con soluciones hipotonicas previo a la

inoculacién de los medios de cultivo, los dos descritos a continuacion:

a. Procedimiento estandar
i. Evaluacién macroscépica
Se evalud la muestra al ser entregada al servicio, se observé su color, consistencia,

xantocromia y turbidez.

ii. Centrifugacion
Se coloco la muestra en un micro tubo y se centrifuga a 3000 revoluciones por
minuto durante 10 minutos, se descartdé el sobrenadante y se realizaron los siguientes

procedimientos con el sedimento.

iii. Evaluacion microscopica
e Recuento celular en cdmara de Neubauer
o Se coloco una gota (aproximadamente 20 uL) del liquido en la camara
directamente.
o Seconto en los cuatro cuadrantes de blancos.

o Elresultado del conteo se multiplico por el factor de 2.5.
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e Preparacion con tinta china

O

O

Se coloco una gota de tinta china y una gota del liquido a analizar

Se buscaron levaduras encapsuladas al microscopio en aumento 40x.

e Tincién de Gram

©)

Luego de fijar el frote con calor se cubrio con cristal violeta durante un
minuto.

Se emjuag6 con agua la laminilla.

Se cubrid con solucion de lugol por un minuto.

Se enjuago con agua la laminilla

Se lavé el frote con dos a tres gotas de alcohol-acetona

Se enjuagd con agua la laminilla

Se cubrié a ld&mina con safranina por un minuto.

Se enjuago con agua la laminilla

Se dejé secar

Se observo al microscopio con el objetivo 100x.

e Tincién de Ziehl-Neelsen

o

Luego de fijar el frote por calor se cubrié con carbol-fucsina y un trozo
de papel filtro que cubrié la muestra

Se calent6 hasta que se observe emision de vapores

Se enjuagd con agua la laminilla

Se lavo el frote con alcohol-acido

Se enjuago con agua la laminilla

Se cubrid el frote de nuevo con azul de metileno por 30 segundos.

Se enjuago con agua la laminilla

Se observo al microscopio con el objetivo 100x.
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e Indculo

O

Se tomd una asada con un asa bacterioldgica en argolla y se inocularon
los medios de cultivo: Agar sangre de carnero, agar chocolate y agar

MacConkey

e Rayado estandarizado

@)

Luego de realizar el inoculo inicial se flamed el asa para poder
esterilizarla

Se procedid a hacer un segundo grupo de lineas iniciando en el in6culo
inicial.

Se flamed de nuevo.

Se repitio iniciando en las dltimas lineas dibujadas.

Se hizo una linea en ondas luego de flamear en la cual se encontrarian
colonias aisladas;

Luego de ésto se procedié a incubar a 35°C por 24 a 48 horas en una

incubadora sin ningdn tipo de enriquecimiento en CO,.

b. Procedimiento de choque osmético

i. Seleccion de la muestra

Se seleccionaron aquellas muestras que contaban con un conteo de al menos

5 leucocitos/mm?® y con un volumen de al menos 500 pL, luego de realizar el

procedimiento de rutina. EI nmero de muestra fue por conveniencia en un periodo

de tres meses, logrando analizar 114 muestras.

e Choque osmdético

o

o

Se tomaron alicuotas de 100 pL del liquido.

Se agregaron 100 pL de solucion salina hipotonica a las diferentes
concentraciones, 0.6%, 0.3%, 0.1% y agua destilada esteril.

Se centrifugd a 3000 revoluciones por minuto, durante 10 minutos.

Se realiz6 un nuevo conteo citoldgico para verificar la efectividad de la

lisis celular.
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o Se inocularon los medios de cultivo convencionales, Agar sangre de

carnero, chocolate y MacConkey, y se incubd a 35°C por 24 a 48 horas.

e Evaluacion del procedimiento

o Se comparo el crecimiento y aislamiento para la misma muestra.

o Se cotejo el numero de cultivos positivos y negativos a cada
concentracion, confrontandolo con la metodologia convencional.

o Se utilizé el test Q de Cochran se podrd comprobar la efectividad de
cada una de las soluciones, determinando asi la solucion idonea para
utilizar dentro del laboratorio.

o Se tomo en cuenta la tincion de Gram, ya que la observacion de
bacterias en dicha tincion sugiere una infeccion, pero debe ser
identificado por medio de cultivo.

D. DISENO DE LA INVESTIGACION
1. Tipo de estudio
Estudio experimental aleatorizado

2. Variables
a. Independientes
Las cuatro distintas concentraciones de la solucion hipotonica: 0.6%, 0.3%, 0.1% y
agua destilada estéril.
b. Dependientes

Cultivos positivos y negativos en cada concentracion.

3. Validez de los métodos
El método de rutina se compard con el método de choque osmotico, el cual fue
basado en el procedimiento de Melchor, 2007, modificado al utilizar distintas

concentraciones para evaluar la efectividad de las mismas.



30

4. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron utilizando el Test Q de Cochran, con el cual se verifica
si distintos tratamientos tienen efectos comparables, cuando so6lo puede haber dos
resultados, en este caso, positivo y negativo (Conover, 2006). Estos resultados se
codificaron como 0 y 1, esta prueba asume que hay mas de dos tratamientos experimentales

(c>=2), y las observaciones son arregladas en r bloques, de la siguiente manera:

Tratamiento

Block 1 2 C
1 Xll X12 ch
2 Xo1 Xoo Xac
3 Xa1 X3z Xac
r Xr1 Xr2 Xre

Luego de realizadas las observaciones se procedio a tabular los resultados,
indicando con un 0 un resultado negativo y con un 1 un resultado positivo, para proceder
con el analisis por medio de la prueba Q de Cochran, donde k es el nimero de tratamientos,
n es el nimero de blogues o muestras, los grados de libertad son k-1, el valor de a es de
0.05 siempre, el valor de Q se calcul6 usando la formula de Cochran, tomando en cuenta
los grados de libertad se utilizé la formula de %* (chi cuadrado) para obtener la probabilidad
“p”, el valor de Q-critico se utilizo el valor de * inverso, para finalizar si el valor de Q-

critico es menor a “p” se acepta la Hy en caso contrario es la Hy siendo estas:

e H,: Al menos unos de los tratamientos es mas efectivo en la recuperacion
bacteriana.

e Hy: Todos los tratamientos son igual de efectivos para la recuperacion
bacteriana.

Como resultado se puede comprobar o rechazar completamente una hipotesis

dependiendo si estan en el area critica (NIST, s.f.).
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Cuando la hipotesis nula es rechazada, se puede realizar una prueba Q de Cochran,
la cual seria equivalente a la prueba de McNemar, para identificar exactamente donde hay
una diferencia (Zaiontz, 2013) En este caso se realiz6 una prueba de McNemar, esta se
utiliza para decidir si puede 0 no aceptarse que algun tratamiento induce un cambio en la
respuesta de los elementos sometidos al mismo, aplicable a modelos “antes — después” en

los que cada elemento acttia como su propio control (Guzman, 2017).

Se clasifican con numero de 0 y 1, con el mismo formato ya utilizado, y los

resultados se representan en una tabal 2 x 2 en la siguiente forma:

Clasificacion Y;
(+) ()
Yi=0 Yi=0
(+) A B
Clasificaci6n X, %i=0 0.0) (0,1)
) C D
Xi=1 (1,0) (1.1)

El anélisis se puede realizar de dos maneras, siendo B+C = n:

1. Sin< 20 laestadistica de contraste es: T; =B
Para esta estadistica rechazamos H si:
T1>9%%20 el)

Ti<¥’1- wnael

2. Sin>20 entonces la estadistica de contraste es:
T.=(B-C)*/(B+C)=y
Para esta estadistica rechazamos H si:
T1>9%%/20 el

Ti<¥*1- wnael
(Guzman, 2017)
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VIll. RESULTADOS

De 468 muestras de liquidos peritoneales, sinoviales, cefalorraquideos, pericardicos,
o pleurales, analizadas, se incluyeron en el estudio 114 que cumplieron con los criterios de
inclusion. La distribucion por tipo de muestra se observa en la Tabla 1, indicando el
namero de muestras para cada tipo de liquido. El liquido que predomina fue el liquido
peritoneal con 67.54 % (n= 77), seguido por el cefalorraquideo con 23.68% (n=27), los

demas liquidos tienen una menor cantidad de muestras.

Tabla 1. Muestras analizadas por tipo de liquido

Tipo de liquido NUmero Porcentaje (%)
Peritoneal 77 67.54
Cefalorraquideo 27 23.68
Pleural 6 5.26
Cardiaco 2 1.75
Sinovial 2 1.75

Fuente: Datos experimentales

En la Tabla 2 se puede observar el porcentaje de muestras positivas para el método
de referencia y comparandolas con el método de choque osmoético con cada una de las
soluciones hipotonicas utilizadas. Tal como se puede observar el porcentaje de resultados
positivos aumento de 9.65% (n=11) con el método de referencia, hasta un 16.67% (n=19)
con agua destilada y solucion salina al 0.1%. Utilizando las concentraciones de solucién
salina al 0.6% y 0.3% el porcentajes de recuperacion es menor, 14.91% (n=17) y 15.79 %

(n=18) respectivamente.
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Tabla 2. Cultivos positivos en los liquidos corporales del estudio

Método NUmero de cultivos positivos Porcentaje de cultivos positivos
Referencia 11 9.65
NaCl 0.6 % 17 14.91
NaCl 0.3 % 18 15.79
NaCl 0.1 % 19 16.67
H.O destilada 19 16.67

Fuente: Datos experimentales, NaCl: Cloruro de sodio

En la Tabla 3 se detalla la cantidad de muestras positivas Unicamente para los
liquidos peritoneales, con el método de referencia hay un porcentaje de 11.69 % (n=9) de
cultivos positivos, el comportamiento con estas muestras es muy parecido al general de las
muestras incluidas en este estudio, la mayor recuperacion se obtiene con el agua destilada y
la solucidn salina al 0.1 %, aumentado a 18.18 % (n=14) en ambos casos, con la solucién
salina al 0.3% se mejora a 16.88 % (n=13) y con la concentracion a 0.6% llega hasta 15.58

% (n=12).

Tabla 3 Cultivos positivos para liquido peritoneal

Método NUmero de cultivos positivos Porcentaje de cultivos positivos
Referencia 9 11.69
NaCl 0.6 % 12 15.58
NaCl 0.3 % 13 16.88
NaCl 0.1 % 14 18.18
H,0 destilada 14 18.18

Fuente: Datos experimentales, NaCl: Cloruro de sodio

El segundo liquido con mayor cantidad de muestras fue el cefalorraquideo (Tabla
1), por lo que se decidio hacer el analisis del cambio en el porcentaje de cultivos positivos
con estas muestras tambien, el cual se puede observar en la Tabla 4, en este caso el método
de referencia tiene un porcentaje de cultivos positivos de 3.70 % (n=1) y con todas las
soluciones hipotdnicas aumenta a 14.81 % (n=4). No se realizo este andlisis con los demas

tipos de liquidos por ser la cantidad de muestras muy reducida.
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Tabla 4 Porcentaje de cultivos positivos para liquido cefalorraquideo

Método NUmero de cultivos positivos Porcentaje de cultivos positivos
Referencia 1 3.70
NaCl 0.6 % 4 14.81
NaCl 0.3 % 4 14.81
NaCl 0.1 % 4 14.81
H.O destilada 4 14.81

Fuente: Datos experimentales

La Tabla 5 muestra los diferentes microorganismos aislados luego del tratamiento
por choque osmotico y el tipo de muestras de las que fueron aisladas, estas muestras
originalmente fueron negativas con la metodologia convencional, se puede observar que la

mayoria se aislaron de liquidos peritoneales, con Unicamente tres liquidos cefalorraquideos.

Tabla 5. Microorganismos aislados en muestras originalmente negativas por la

metodologia convencional

Microorganismo Numero de muestras Tipo de liquido

Bacterias gram negativo

Bacilo gram negativo no fermentador 2 Peritoneal
Citrobacter sp. 1 Peritoneal
Pseudomonas sp. 1 Peritoneal
Escherichia coli 1 Cefalorraquideo
Bacterias gram positivo
Enterococcus faecium 1 Peritoneal
Staphylococcus coagulasa negativo 1 Peritoneal
Staphylococcus saprophyticus 2 Cefalorraquideo
Streptococcus agalactiae 1 Peritoneal
Hongos
Levaduras sin identificacion 1 Peritoneal

Fuente: Datos experimentales
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El analisis realizados con la prueba Q de Cochran se encuentra en la Tabla 6, de
primero se encuentra el analisis aplicado a todos los liquidos corporales, luego Unicamente
el andlisis de los liquidos peritoneales y por ultimo los cefalorraquideos. Analizando los
cinco tratamientos, las 114 muestras totales, 77 de peritoneales y 27 cefalorraquideos, se

utilizan 4 grados de libertad, con un a de 0.05, es decir un grado de confianza del 95%.

Se calculd el valor Q siendo 22.4 para todos los liquidos, 12.4 para los peritoneales
y 12 para los cefalorraquideos, de este se calcul6 el valor de la probabilidad o “p”, siendo
0.000167 para todos los liquidos, 0.015348 para los peritoneales y 0.017351 para los
cefalorraquideos. El valor de Q-critico se calculd usando a y los grados de libertad,
obteniendo un valor de 9.487729. Debido a que el valor “p” es muy pequefio comparado
con el valor de Q-critico, se valida Hy considerandose todos los tratamientos igual de

efectivos estadisticamente en todos los casos analizados

Tabla 6. Comparacion de los distintos tratamientos con prueba Q de Cochran.

Analisis Q de Cochran Liquidos Liquido Liquido
corporales peritoneal cefalorraquideo
Tratamientos (k) 5 5 5
Muestras (n) 114 77 27
Grados de libertad 4 4 4
a 0.05 0.05 0.05
Valor Q 22.4 12.3 12
Probabilidad (p) 0.000167 0.015348 0.017351
Valor Q-critico 9.487729 9.487729 9.487729
Hipotesis aceptada Ho Ho Ho

Fuente: Datos experimentales

Se observa en la Tabla 7 los resultados de la prueba de McNemar obtenidos luego
de comparar cada una de las soluciones hipotonicas con el método de cultivo de referencia.

El primero que se obtiene el valor de B + C, al ser menor a 20 se utiliza B como Ty,
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utilizando esto se puede calcular el valor de la probabilidad o “p”, también el valor de ¥, >
(1gl)

En todos los casos el valor de T; es menor a 2, por lo que se acepta la hip6tesis
nula, determinando que todos los tratamientos son igual de efectivos que el método de

referencia desde el punto de vista estadistico.

Tabla 7. Comparacion de los distintos tratamientos con prueba de McNemar
H,O destilada  NaCl 0.1 % NaCl 0.3 % NaCl' 0.6 %

B+C 8 8 7 6
T, 0 0 0 0
p 6.09 x 10 6.09 x 10" 7.75x 10*° 7.77 x 10°%°
a 0.05 0.05 0.05 0.05

W ar2(el) 0.000982069 0.000982069 0.000982069 0.000982069

Hipotesis
Ho Ho Ho Ho
aceptada

Fuente: Datos experimentales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En la Tabla 1 es posible apreciar que la mayor cantidad de muestras son los liquidos
peritoneales, siendo més de la mitad de la poblacion (67.54 %), ésto se debe a la
distribucion normal de los liquidos en el Hospital, también por ser las muestras que
normalmente cuentan con mayor volumen, por lo que fue mas probable que cumplieran con
los criterios de inclusién, los demas liquidos muchas veces no cumplian con la cantidad de
volumen necesario para realizar el analisis, haciendo que fueran rechazadas, reduciendo la

cantidad de muestras incluidas en el estudio.

En la Tabla 2 fue posible observar que el pretratamiento con choque osmético logré
aumentar la recuperacion bacteriana desde un 9.65% hasta 16.67% con dos de las
soluciones hipotonicas utilizadas (solucion salina al 0.1% y agua destilada estéril) y se
observo un aumento menor en las otras dos (solucién salina al 0.3 y 0.6%). Lo anterior se
debe a la baja osmolaridad de las dos primeras soluciones, lo que propiciaron una lisis
mucho mas efectiva de las células fagociticas, mientras que los microorganismos por su
capacidad de soportar ambientes méas inhdspitos sobrevivieron y pudieron ser aislados e

identificados por medio del cultivo.

Debido a que el estudio original realizado por Melchor et. al., 2007 fue disefiado
originalmente con liquidos peritoneales, fue el tipo de muestras con mayor nimero acorde a
la Tabla 1, y la mayoria de microorganismos recuperados se encontraban en éstos liquidos;
por ello se calculé de nuevo el porcentaje de liquidos positivos con cada uno de los
métodos utilizados, encontrandose en la Tabla 3 un comportamiento similar a los resultados
de la Tabla 1, siendo las mismas dos soluciones (solucion salina al 0.1% y agua destilada

estéril) las mas efectivas en aumentar el nimero de cultivos positivos.

En la Tabla 4 se observa el analisis de los liquidos cefalorraquideos, en este caso

todas las soluciones pudieron aumentar la recuperacion bacteriana en la misma medida. Se
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puede indicar que las soluciones iddneas para la recuperacion de bacterias fagocitadas por
medio de choque osmotico son el agua destilada, y la solucidn salina al 0.1%.

En la Tabla 5 se detallan las diferentes especies de microorganismos aislados,
obteniendo una amplia variedad que abarca la mayoria de los tipos de patdgenos que
pueden generar una infeccién en este tipo de muestras. Los dos bacilos Gram negativo no
fermentadores, la bacteria del género Citrobacter, la bacteria identificada como
Pseudomonas sp., y las levaduras reportadas sin identificacion, que usualmente se
identifican por el método API, no pudieron ser identificadas debido a la falta de insumos en
el Hospital General San Juan de Dios, por el desabastecimiento del sistema nacional de

salud.

Se identifico también una bacteria de la especie Escherichia coli, la cual es la
especie de bacteria recuperada con mayor frecuencia en los laboratorios clinicos y ha sido
incriminada en enfermedades infecciosas que afectan casi a cualquier tejido y sistema
organico humano. (Konemann, Allen, Winn, Janda, Procop, Schreckenberger, et. al., 2008).
En este caso se aisld de un liquido cefalorraquideo donde se conoce por generar meningitis

sobre todo en recién nacidos, acorde a Konemann, 2008.

Fue posible identificar a tres especies de Staphylococcus, una de ellas como
coagulasa negativo, éstas son consideradas como contaminantes con escasa importancia
clinica, dentro del protocolo del Hospital General San Juan de Dios no se avanza en su
identificacion. La especie de S. saprophyticus fue identificada dos veces, se clasifica
también dentro de los coagulasa negativo. (Konemann, et. al., 2008). Por dltimo se

identificd una cepa de Streptococcus agalactiae.

A pesar de gque algunos microorganismos son parte de la microbiota normal de un
ser humano, la mayoria no se encuentran normalmente en superficies y es probable que
estuviera generando una patologia en el paciente del cual se obtuvo la muestra. Cabe hacer
notar que, debido a las caracteristicas del procedimiento, el tratamiento por choque
osmotico se realizd luego de realizar el andlisis y cultivo convencional, por lo que las

muestras ya estaban manipuladas por el personal hospitalario. Es factible que algunos de
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los microorganismos aislados sean por contaminacién, aun asi, el nimero de muestras
completamente negativas es muy alta, indicando un buen procedimiento y manipulacion de
las muestras. Para poder eliminar esta incertidumbre al realizar un estudio del mismo tipo
es recomendable efectuar el procedimiento alterno al mismo tiempo, para asegurar la

integridad de la muestra.

A pesar de que efectivamente se observd una mejora en la recuperacion bacteriana
fue necesario realizar un andlisis por el metodo Q de Chocran, cuyos resultados se
encuentran en la Tabla 6, para comprobar si esta diferencia es estadisticamente
significativa, es decir que se descarte que la diferencia sea por el nuevo método utilizado y
no por la diferencia en el tiempo en que se procesaron las muestras, o algun tipo de
contaminacion aleatoria. Con ésta prueba se determiné que la diferencia entre estos
tratamientos no es significativa estadisticamente. Tomando en cuenta estos datos se podria
inferir que el tratamiento con choque osmético si mejora la recuperacién de
microorganismos en lo liquidos corporales, pero esta diferencia no es lo suficientemente

grande para sustentar su aplicacién en la rutina del Hospital General San Juan de Dios.

Debido a que la prueba Q de Cochran se ve afectada por la cantidad de muestras
utilizadas y la cantidad de tratamientos analizados, se repitié de nuevo el analisis utilizando
unicamente las muestras de liquido peritoneal, y de liquido cefalorraquideo, lo que se
encuentra a detalle también en la Tabla 6. Se determind que esta diferencia tampoco es
significativa, invalidando la hip6tesis de la misma manera, a pesar de contar con una

diferencia en la cantidad de resultados positivos.

Para determinar si esta diferencia se debia a la homogeneidad de los resultados con
las diferentes soluciones hipotdnicas se llevé a cabo el anélisis de MacNemar, con el cual
se puede analizar la diferencia entre el método de referencia y las diferentes soluciones
hipotonicas individualmente, vemos que la hipétesis nula es la aceptada en todos los casos,
es decir que no hay diferencia estadistica significativa que pueda respaldar el uso de
ninguna de estas soluciones para mejorar la recuperacion bacteriana en el cultivo de

liquidos corporales.
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Si se desea repetir este estudio se puede seleccionar sdlamente una de las soluciones
mas efectivas durante un periodo de tiempo mucho mas largo, ya que ello optimizara los
recursos utilizados, el tiempo utilizado en el analisis de cada muestra, y se podra abarcar
una cantidad mayor de especimenes; también se recomienda realizar los dos
procedimientos en paralelo para eliminar la probabilidad de contaminacion de la muestra
por la diferencia en el tiempo que se han realizado los dos procedimientos.
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X. CONCLUSIONES

El método de choque osmdtico es eficaz para mejorar la recuperacion de bacterias
en fagocitos ya que la recuperacion de bacterias en fagocitos se mejor6 del 9.65%
con el método convencional al 16.67% con el método de choque osmatico.

La solucién salina al 0.1% y el agua destilada estéril son las soluciones mas
efectivas para la recuperacion de bacterias fagocitadas

En liquido peritoneal se aumentd la recuperacion de bacterias en los cultivos de un
11.69% a un 18.18%

En liquido cefalorraquideo se aumentd la recuperacion de bacterias en los cultivos
de un 3.70% a un 14.81%

No hay diferencia estadistica significativa entre las soluciones hipoténicas y el

método de referencia.
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Xl. RECOMENDACIONES

Repetir este estudio utilizando s6lamente una de las soluciones hipotonicas mas
efectivas durante un periodo de tiempo mas largo, para optimizar recursos, reducir
el tiempo de analisis por muestra y abarcar un nimero mayor de especimenes.

Realizar el choque osmotico al mismo tiempo que el cultivo de referencia para
manipular al minimo las muestras y eliminar cualquier posible sesgo por

contaminacion.
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