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Resumen

Antecedentes: Para mejorar el diagndstico de peritonitis
asociada a didlisis, se ha propuesto cultivar el sedimento
del centrifugado de 50 mL. Métodos: Se incluyeron 144
muestras de 144 pacientes con peritonitis asociada a dialisis
sin tratamiento antibiético previo. La siembra en frasco de
hemocultivo fue el estandar de oro. Las muestras se pro-
cesaron por tres métodos: |) siembra de sedimento; 2)
siembra directa; 3) siembra en frasco de hemocultivo. El
resultado del cultivo y la identificacion de los gérmenes
fueron cegados. Resultados: La siembra en frasco de
hemocultivo produjo 92 aislamientos (63.9%). Del cultivo
de sedimento se obtuvieron 73 aislamientos (50.7%), con
sensibilidad de 0.76 y especificidad de 0.95. El cultivo di-
recto encontré 54 aislamientos (37.5%), con sensibilidad
de 0.57 y especificidad de 0.95. Conclusiones: Cuando se
compara con el estandar de oro, el cultivo del sedimento
es laborioso y no mejora sustancialmente la eficacia del
diagndstico.

Abstract

Culturing the centrifuged pellet of 50 mL does not im-
prove significantly the diagnosis of dialysis-associated peri-
tonitis. Background: To improve the diagnosis of dialysis-
associated peritonitis, culturing the centrifuged pellet of
50 mL has been proposed. Methods: Study of 144 speci-
mens from 144 patients with peritonitis associated to di-
alysis, without antibiotic treatment. The specimens were
processed by three methods: |) direct plating; 2) culturing
the pellet of 50 mL; and 3) inoculating 10 mL in blood-
culture bottle (gold standard). The result of the cultures
and the identification of the germs were blinded. Results:
Culture is blood-culture bottles rendered 92 isolates
(63.9%). Of the centrifuged specimens, 73 isolations were
obtained (50.7%), with sensitivity of 0.76, and specificity
of 0.95. The technique of direct culture in agar plate found
54 isolations (37.5%) with sensitivity of 0.57, and specificity
of 0.95. Conclusions: When compared against the gold
standard, culturing the sediment of 50 mL is cumbersome
and it does not significantly improve the efficiency of cul-
turing the dialysis fluid.
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Introduccion

n el Instituto Mexicano del Seguro Social
E (IMSS), la insuficiencia renal crénica terminal
(IRCT) tiene una prevalencia de 200 pacientes por
millén,' y su principal causa es la diabetes melli-
tus. En el afio 2005 la Delegaciéon Guanajuato aten-
di6 a |,180 pacientes en didlisis peritoneal, lo que
representa 90% de los pacientes con IRCT en
tratamiento sustitutivo.

La peritonitis asociada con la dialisis (PAD) es
la principal complicacién del procedimiento.'? En
México se estima que los pacientes con IRCT so-
metidos a didlisis peritoneal con sistema de una
sola bolsa presentan de dos a tres eventos de PAD
anuales.? Estas infecciones comprometen la viabi-
lidad peritoneal como membrana dialitica, afec-
tando de manera negativa la sobrevida.”* Por ello,
la PAD es el «tendén de Aquiles» de la didlisis pe-
ritoneal, y causa frecuente del fracaso terapéuti-
co; esto requiere hospitalizaciones iterativas y
repercute adversamente en el pronéstico del pa-
ciente por su elevada morbimortalidad.'*? Si bien
los avances en las medidas para evitar la PAD han
disminuido su incidencia, no han logrado erradi-
carla, ya que los factores que predisponen a la
peritonitis no sélo dependen de la técnica y el sis-
tema de dializado, sino que influyen factores rela-
cionados con el paciente y su entorno." %2

El diagnéstico de PAD es fundamentalmente
clinico. Se establece con la presencia de los sig-
nos y sintomas de inflamacién peritoneal, la turbi-
dez del liquido dializado (con aumento en su celu-
laridad) o ambas. En cuanto al diagndstico
bacteriolégico, los indices de recuperacién del
agente causal mediante cultivo directo del dializa-
do son bajos (16 a 45%).>* Este hecho constitu-
ye la razén de la busqueda de otros métodos de
cultivo, ya que la identificacién microbiolégica
oportuna puede mejorar el tratamiento y reducir
el uso de la terapia antibidtica empirica con sus
inconvenientes, tales como costos, toxicidad y
apariciéon de cepas resistentes. Ademas, el diag-

néstico microbiolégico ofrece el mejor recurso
para la vigilancia epidemiolégica.'2*!3-1°

Actualmente, la siembra de 10 mL de efluente
en frasco de hemocultivo con 50 a 100 mL de
caldo se acepta como el método estandar para el
diagnostico bacteriolégico en PAD, con tasa de
aislamiento de 65%.%%'>'¢ La Sociedad America-
na de Microbiologia (American Society for Micro-
biology, ASM) ha propuesto cultivar el sedimen-
to obtenido por centrifugado de una alicuota de
50 mL del efluente en centrifuga fria, pero no ha
establecido la validez, ni la confiabilidad de la
prueba.'¢

En este estudio evaluamos comparativamente
la eficiencia del cultivo en placa de agar directo
del efluente del dializado, la siembra del sedimen-
to por centrifugado y la siembra en frasco de he-
mocultivo.

Material y métodos

Se trata de un estudio de prueba diagnéstica de-
sarrollado de enero a diciembre de 2002 en la
Unidad de Dialisis Peritoneal del Hospital General
de Zona No. 21 del IMSS y el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de Leén,
de la Universidad de Guanajuato. El objetivo fue
comparar la eficiencia del cultivo de sedimento
por centrifugado con la siembra directa en placa
de agar y en frasco de hemocultivo. Nuestra hi-
pétesis de trabajo establecia que en el diagndsti-
co microbiolégico de PAD, la técnica de la siem-
bra del sedimento del centrifugado de 50 mL del
efluente del dializado mejora el tiempo y es tan
eficiente como la siembra de 10 mL en frasco de
hemocultivo.

Se incluyeron 144 especimenes de efluente de
dializado, provenientes de igual nimero de pa-
cientes con diagnéstico reciente de PAD vy sin tra-
tamiento antibiético. El diagnéstico de PAD se es-
tablecié por la presencia de al menos uno de los
siguientes criterios: |) dolor abdominal y efluen-
te turbio; 2) efluente turbio con al menos 100
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leucocitos por mL; 3) inflamacién en el trayecto
del catéter o en su orificio de salida mas efluente
turbio. Se excluyeron las muestras de pacientes
con peritonitis secundaria a patologfa quirdrgica
intraabdominal y se eliminaron las que no fueron
manejadas adecuadamente en su recoleccion, re-
frigeracién o procesamiento.

Manejo de los especimenes

Se colecté todo el efluente del dializado previa
estancia de al menos cuatro horas en la cavidad
peritoneal. El puerto de conexién de la bolsa se
mantuvo pinzado una vez liberado de la linea de
transferencia para evitar la contaminacién. La bolsa
se conservé entre 6 y 8 °C hasta su procesamien-
to, el cual se realizé antes de 4 horas después de
haber colectado la muestra. La extraccién de la
muestra se realizé a través del puerto de medica-
mentos previa asepsia con alcohol al 70%. Para el
efecto, la bolsa se agit6 invirtiéndola de arriba
hacia abajo 10 veces para hacer una mezcla ho-
mogénea Yy se extrajeron 25 mL de liquido con
una jeringa y aguja estériles.

Para la inoculacién de los medios por los tres
diferentes métodos se procedié de la siguiente
manera: |) se recambid la aguja y por puncién se
infundieron 10 mL del efluente en botella de he-
mocultivo con 100 mL de caldo de cerebro y
corazén (BHI); 2) se retird la aguja y se deposita-
ron dos gotas del efluente en la superficie de las
placas de agar; 3) se corté totalmente el puerto
de medicamentos de la bolsa de didlisis con una
tijera esterilizada al fuego, se dejé fluir 10 mL por
el punto de corte para lavarlo, y se depositaron
por decantacién 50 mL en un tubo plastico de
ensayo estéril, centrifugado, siguiendo la técnica
habitual para cultivos de micobacterias, en cen-
trifuga refrigerada. Una asada de 10 uL del espé-
cimen sedimentado se sembré en cada placa de
agar. En los tres métodos en estudio la siembra o
resiembra se efectué simultaneamente en placas
de agar chocolate, agar sangre y agar MacConkey.
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Todas las placas se incubaron hasta por 48 horas
a 35 °C, en una atmésfera con 5% de didxido de
carbono.

Seguimiento de las siembras

Las placas de cultivo directo se evaluaron a las 24
y 48 horas. El liquido de la botella de hemoculti-
vo se resembré a las 24, 48 y 72 horas y el dia
siete, a partir de la inoculacién del frasco, se dio
como positivo cuando aparecié turbidez asocia-
da con presencia de bacterias, que fueron detec-
tadas por coloracion de Gram. Para la identifica-
ciéon del germen, en todos los casos se siguid
técnica estandar para grampositivos y para iden-
tificacién de gramnegativos el sistema estandari-
zado APl 20® (Bio Merieux Inc, ciudad de Méxi-
co). La cuenta de leucocitos del dializado se
realizé mediante técnica microscédpica habitual en
camara de Neubauer.

Analisis estadistico e implicaciones éticas

La muestra consecutiva se obtuvo por simple dis-
ponibilidad. Consideramos el método de siem-
bra en frasco de hemocultivo como estandar de
oro, determinando los valores de utilidad de los
métodos mediante tablas de 2 x 2. Para la con-
trastacion de hipdtesis usamos la prueba de Chi
cuadrada, considerando una confianza de 95% y
potencia de 80%.

Puesto que el cultivo se efectia de manera ruti-
naria, no realizamos hoja de consentimiento, aun-
que se le informé al paciente que el espécimen se
utilizaria en el presente protocolo de investigacién.

Resultados

Se estudiaron 144 especimenes, de 144 posibles,
provenientes de una muestra en que predomina-
ron los varones: 90 (62.5%). La edad promedio
de los pacientes fue de 55 + 10.8 afios, con media
de 62 anos. Respecto de las causas de la IRCT en-
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contramos: diabetes mellitus en 108 pacientes
(75%), hipertensién arterial en 19 (13.2%), glo-
merulonefritis en 6 (4.1%) y miscelaneas |1 (7.6%).

Las bacterias causales y su frecuencia de aisla-
miento se detallan en el cuadro I. De los 144 espe-
cimenes estudiados, en 98 (68%) se produjeron
aislamientos; de ellos, 52% fueron grampositivos,
46% gramnegativos y 2% hongos. Los estafiloco-
cos estuvieron presentes en 45 (46%) de los 98
aislamientos. En promedio, 25% de los cultivos
positivos ocurrieron en especimenes con celulari-
dad menor a 100/uL. El maximo nimero de aisla-
mientos se obtuvo con el método de siembra en
frasco de hemocultivo. El diagndstico bacteriolé-
gico se logré en frasco de hemocultivo en 92
(63.9%) casos, cultivo del sedimento en 73
(50.7%) y cultivo directo en 54 (37.5%) (Chi cua-
drada: 4.6; p = 0.032). Al comparar el nimero de
cultivos positivos obtenidos por el método del
sedimento contra el método del cultivo directo,
encontramos diferencia estadisticamente significa-
tiva a favor del método del sedimento (Chi cua-
drada: 4.5; p = 0.033).

Cuadro I. Gérmenes aislados de 144 cultivos de liquido
peritoneal.

Germen No. de aislamientos (%)
Staphylococcus coagulasa negativa 23 (22.3)
Staphylococcus aureus 22 (22.4)
Enterobacter spp. 9 (9.1
Escherichia coli 7(7.1)
Pseudomonas aeruginosa 7(7.1)

Bacillus sp 5(5.1)
Acinetobacter spp. 5(5.I)
Klebsiella pneumoniae 4 (4.1)
Streptococcus spp (No tipificables) 4 (4.1)
Enterococcus spp 4 (4.1)
Serratia marcescens 2(2)
Streptococcus agalactiae 2(2)

Candida albicans 2(2)
Stenotrophomonas mathophilia I (1)
Klebsiella oxytoca I (1)

Total 98 (100)

Los valores de utilidad como prueba diagnés-
tica se muestran en el cuadro I, considerando el
cultivo en frasco de hemocultivo como estandar
de oro. Como se observa, el cultivo del sedimen-
to supera levemente en sensibilidad, exactitud e
indice de verosimilitud positivo al cultivo directo.
Sin embargo, no esta cerca de igualar la eficiencia
del frasco de hemocultivo como prueba diagnés-
tica. La congruencia entre los métodos en rela-
cién con la bacteria aislada fue de 100%.

Evaluamos la coloracién de Gram como prue-
ba diagnéstica, teniendo como estandar de oro el
desarrollo bacteriano en el caldo de hemoculti-
vo. Encontramos sensibilidad de 0.1 para la co-
loracién de la muestra tomada de la bolsa de dia-
lizado y de 0.29 para la muestra sedimentada.

Discusion y conclusiones

El diagnéstico microbiolégico de las infecciones
asociadas con la didlisis peritoneal es impres-
cindible por tres razones. En primer lugar, el tra-
tamiento especifico y dirigido con el patrén de
sensibilidad antimicrobiana tiene mayores posibi-
lidades de ser exitoso y preservar la funcién diali-
tica del peritoneo. En segundo lugar, si el trata-
miento no es exitoso, aun cuando aseguremos que
es el apropiado, podemos retirar tempranamen-

Cuadro Il. Valores de utilidad de prueba diagnéstica del
cultivo directo y del sedimento de 50 mL de especimenes
de didlisis peritoneal.

Valor de la prueba Sedimento Directo
Sensibilidad 0.76 0.57
Especificidad 0.95 0.95
Valor predictivo positivo 0.96 0.96
Valor predictivo negativo 0.70 0.57
LR*+ 154 1.4

LR** - 0.45 0.25

* R+ = Indice de verosimilitud positivo; ** LR- = indice de

verosimilitud negativo
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te el catéter y no insistir en un manejo médico
con minimas probabilidades de éxito, que sélo
conducird al dafio peritoneal permanente. Para fi-
nalizar, el conocimiento del germen causal y su
patrén de sensibilidad nos permite formar un cua-
dro epidemiolégico imprescindible para la toma
de decisiones en el tratamiento empirico inicial.

El presente estudio demostré que ninguno
de los métodos evaluados se acerca al estandar
de oro en cuanto a tasa de aislamientos. Debe-
mos considerar como Unica ventaja de la siem-
bra directa del efluente o del sedimento, que
superan en velocidad por 24 horas al frasco de
hemocultivo, al menos para laboratorios que
no cuentan con sistemas automatizados para
deteccién temprana de hemocultivos positivos.
En tal caso, conviene someter el efluente a cul-
tivo por ambos métodos (sedimento y frasco
de hemocultivo), con lo que lograremos ma-
yor velocidad de diagndstico y alcanzaremos la
mayor tasa de aislamientos, facilitando un ma-
nejo oportuno. Sin embargo, debemos consi-
derar que esto incrementa el costo del proce-
dimiento y las necesidades de personal en el
laboratorio, por lo que la decisién final debe
tomarse en cada laboratorio, considerando sus
propios costos y recursos.

En el grupo de celularidad menor a 100/uL,
se encontré 25% de los cultivos positivos. Es
razonable entonces considerar como criterio pre-
suntivo de diagnéstico la celularidad igual o ma-
yor de 50/uL, coincidiendo con lo sugerido por
la ASM.'® No diferimos de la literatura médica

Cuadro lll. Nimero de aislamientos por método en
relacién con la cuenta de leucocitos en el efluente.

Cuenta de Siembra Siembra Siembra
leucocitos directa sedimento frasco
50 -99 15 17 25
> 99 38 56 67
Total 53 73 92
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en cuanto a que la mayor proporcién de gérme-
nes aislados fueron grampositivos, lo que sugie-
re dos posibilidades que no necesariamente son
excluyentes: a) que éstos se pueden aislar mas
facil y rapidamente y b) que son los causales mas
frecuentes.'””'” Si éste es el caso, podemos con-
cluir que nuestras infecciones tienen un patrén
de predominio endémico, pues las infecciones
por gramnegativos suelen tener una presentacion
epidémica.

Si bien concordamos en que la coloracién de
Gram tiene baja sensibilidad, la tasa de positivi-
dad de la prueba informada por la literatura es de
7%'%"? y el estudio encontré | 1% para una mues-
tra obtenida directamente de la bolsa del dializa-
do y 22% cuando se obtiene de una muestra se-
dimentada. Si consideramos la accesibilidad,
simpleza y bajo costo de la coloracién de Gram,
es recomendable continuar haciéndola, aunque
debe preferirse que la muestra tefida provenga
del sedimento obtenido por centrifugacion.

Aun no se ha encontrado el método ideal para
recuperar 100% de los agentes causales de la
PAD, pero por ahora sigue siendo un paradigma
el cultivo de 10 mL de liquido en un frasco de
caldo para hemocultivo, como el medio mas efi-
ciente.'>'” Es de relevancia senalar que tanto los
criterios diagnésticos empleados para definir la
PAD como la toma de especimenes para cultivo
antes de iniciar la antibioticoterapia, son factores
que influyen significativamente en la sensibilidad
de la prueba.'”" La literatura informa que el cul-
tivo del sedimento puede complicarse por la apa-
ricién de flora polimicrobiana por contaminantes. '¢
Este fenédmeno no se presenté en nuestro traba-
jo, en el que 100% de los cultivos fueron puros.

En conclusién, el cultivo del sedimento es la-
borioso y no mejora sustancialmente la eficacia
del diagnéstico. Dependiendo de su disposicién
de personal, cada laboratorio debe determinar si
le resulta conveniente el cultivo del sedimento
para mejorar el tiempo de respuesta.
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