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Introduccion

«Dialysate quality, a neglected problem» es como se ti-
tula el resumen del articulo de Bommer y Ritz del afio
1987, En este articulo los autores demuestran que los flui-
dos de didlisis son contaminados por una serie de com-
puestos organicos e inorganicos. lones de metales pesa-
dos (aluminio y cadmio) y cloramina o nitrato sodico, que
pueden ser causa de malestar, de transformaciones en los
huesos y de anemias. Mientras tanto, en posteriores pu-
blicaciones aparecen informes sobre la contaminacion de
la solucion dializante por bacterias y endotoxinas®*. De-
bemos preguntamos: jexiste una transferencia de bacte-
rias endotoxinas y exotoxinas respectivamente en la san-
gre del paciente? Esto podria describirse con la palabra cla-
ve «retrofiltracion» o, mejor dicho, «retrotransporten.

Esta discusion ha avanzado mucho hoy, especialmente
racias al creciente empleo de las membranas high-
ux 251315, Los motivos para el empleo de las membra-

nas de flujo alto, en comparacion con las membranas ti-
picas (cuprofan, polisulfono [F6] y acetato de celulosa de
flujo bajo), estan en el mejor aclaramiento para las molé-
culas con un peso molecular alto (por ejemplo, 3,-micro-
globulina), asi como una reduccion del tiempo de didli-
sis. Sin embargo, las membranas no sélo son permeables
para las toxinas de la sangre. También las sustancias de la
solucién dializante pueden atravesar la membrana hacia
la sangre, ya que el buen clearance siempre va en ambas
direcciones.

En este breve cuadro general les informamos sobre la
contaminacion del baiio de didlisis con bacterias y endo-
toxinas y su transferencia del agua a la parte de la sangre
del dializador. Las posibles consecuencias que sufren %os
pacientes de didlisis seran explicadas en la Gltima parte.
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Endotoxinas: Caracteristicas y efectos

;Que son las endotoxinas? Las endotoxinas provienen
de la membrana exterior de las bacterias gramnegativas.
También son denominadas lipopolisacaridos, en abrevia-
tura LPS. Junto a una larga cadena de diferentes azlcares
se encuentra un grupo en cabeza de lipidos (lipido A,
fig. 1). Hoy se sabe que las causas de la fiebre provocada
por las endotoxinas estan localizadas en este grupo de ca-
beza del lipido A.

En el cultivo de las bacterias se encuentran no sélo mo-
léculas intactas de LPS, sino también trozos de LPS. Estos
se diferencian principalmente por sus caracteristicas pro-
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Fig. 1.—Las endotoxinas o lipopolisacéridos provienen de la membrana
exterior de las bacterias gramnegativas. Pueden presentar un peso
molecular entre 10.000 y 100.000 daltones.




pias. Segin su origen pueden ser hidréfilo o hidréfobo,
pueden estar cargados o descargados y tener distinto
peso molecular. El ejemplo de ello nos lo muestra la com-
paracion de los moléculas LPS de Pseudomonas y de
E. coli. La diferencia entre la estructura quimica de(lipi-
do A de Pseudomonas mirabilis y E. coli se encuentra en
los diferentes largos de las cadenas de hidrocarburos?.
Esta diferencia puede influir en la transferencia de la mo-
lécula a través de la membrana. Las membranas con zo-
nas hidréfobas pueden combinar estas moléculas por me-
dio de las fuerzas Van-der-Waals y con ello reducir su per-
meabilidad. Las comparaciones de experimentos in vitro
sobre la transferencia de las endotoxinas a través de la
membrana solo tienen significancia clinica si son medidas
con bacterias y endotoxinas que también existen en el
dializato (por ejemplo: ningin E. coli). Las moléculas de
endotoxinas se asocian a grandes uniones gracias al gru-
po de cabeza apolar. Estas uniones se llaman «micelles».
Por ello no podran atravesar una membrana de dialisis.
Pero también aparecen pequefios trozos de moléculas de
endotoxinas, por ejemplo Muramylpéptidos, acyl-glucosa-
minas o peptidoglucanos. Estos son biolégicamente acti-
vos y pueden estimular a los leucocitos para la formacion
de interleukina-1%. Como han demostrado Takahashi y
sus comparieros %, encontramos la mayor actividad en la
clase de moléculas, cuyo peso molecular esta en el 4m-
bito de las «moléculas medias» (entre 2.000 y 3.000 dal-
tones).

Membranas con un buen aclaramiento para <molécu-
las medias» dejan pasar mejor esta clase de moléculas ac-
tivas a través de la membrana. Un buen aclaramiento
siempre va en ambas direcciones (fig. 2).

Con el test «LAL» puede hacerse un analisis suprasen-
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sible de endotoxinas en liquidos. LAL es la abreviatura de
Limulus-Amoebozitos Lysato y se aplica a una lisis de cé-
lulas sanguineas del Limulus Poliphemus. Este lysato con-
tiene un sistema enzimatico en cascada especifico. Las en-
dotoxinas activan este sistema en cascada enzimatico,
cuyo Gltimo paso es la formacion de un gel. La formacion
de este gel puede ser fotométricamente analizada y es
proporcional a la cantidad de endotoxinas?. Fl test LAL
es-la prueba biologica mas sensible que se conoce. Las
concentraciones de endotoxinas de hasta 1pg/m son
conmensurables.

La calidad de la solucion dializante hoy

#Con que concentracion de bacterias y de endotoxinas
debemos contar hoy en los centros de dialisis? ;Cuéles
son las fuentes de contaminacion de la solucién dializan-
te? En los Gltimos afios hemos realizado estudios sobre la
calidad del bajo de didlisis en cooperacién con universi-
dades alemanas y americanas™ 6.7, Parte de esos re-
sultados los expondremos aqui.

a) Resultados de investigaciones en los Estados Unidos

En un estudio realizado en los alrededores de Louisvi-
lle, Kentucky "™, analizamos pruebas del agua en 51 cen-
tros de didlisis. Una estudiante, sin anunciarse previamen-
te, tomo pruebas durante tres dias seguidos del agua de
didlisis. Se analiz la contaminacion de bacterias, hongos
y endotoxinas del agua extraida antes de la maquina y del
agua extraida antes del dializador por separado.

La mayoria de las especies de bacterias que habia en
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Fig. 2.—El peso molecular de las
endotoxinas esta en el ambito
de las moléculas medias, entre
1.000 y 10.000 daltones. Para
estas sustancias, las membranas
con buena permeabilidad

Peso molecular (d)

100 (-
Poco
.
\ Polisulfona (F60)
50F a =125m \ Hemofan
Qg =200 ml/min Polisulfona (F6)
- Que= Cuprofan
0 2 gl " 2 At 8 14 . A PR S U S A i i P
100 1.000 10.000

también son permeables para los
fragmentos de endotoxinas de la
solucién dializante. la buena
clearance siempre va en ambas
direcciones.
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el agua procedian de la familia de los pseudomonados.
Estuvimos muy soprendidos de que la contaminacion del
agua con gérmenes vivos era en la mayoria de los cen-
tros investigados mayor de lo admisible. En los Estados
Unidos, la Asociacién Americana para Instrumentos Mé-
dicos (AAMI) fij6 una norma méxima como frontera para
agua con 200 CFU/ml. Para la solucion dializante se pue-
de aceptar un nivel maximo de 2.000 CFU/ml. Dedujimos
de nuestras investigaciones que esos valores eran supera-
dos en mas del 40 % de los centros de didlisis (fig. 3)".
En la contaminacion con endotoxinas se consiguieron re-
- sultados parecidos.

Una valoracién mas exacta de los estudios nos llevo a
la conclusion de que la contaminacion del bafio de dia-
lisis era mayor que la del agua de la smosis reversible.
Ello supone una ayuda determinante para la contamina-
cion por la maquina de dialisis. Mas tarde daremos una
respuesta posible para este fenémeno.

M. Alter, del Centro Americano del Control de Enfer-
medades (CDC), publico en 1991 un resumen general de
las reacciones pirbgenas en centros americanos en la épo-
ca comprendida entre los afios 1976 y 1989*. En el afio
1989 se observaron 383 reacciones pirdgenas (22 %) de
un total de 1.726 centros observados. Esta cifra no sor-
prende si la comparamos con las cifras anteriormente
mostradas. :

Un afio antes, M. Alter ya habia informado de una ob-
servacion complementaria . Observo las reacciones pir6-
genas preferentemente en aquellos centros que utilizaban
simultaneamente solucién tampon bicarbonato y mem-
branas altamente permeables.

En Estados Unidos, las membranas high-lux son reuti-
lizadas a menudo®?'; por tanto, no se puede excluir una

influencia del proceso re-uso en la contaminacion del
agua.

b) Resultados de investigaciones en la Repablica
Federal Alemana

Como final de las investigaciones americanas se plan-
tea la duda de la contaminacion del agua con bacterias y
endotoxinas en Europa, sobre todo en Alemania. Man y
cols.2 han publicado los primeros datos sobre los efectos
secundarios relacionados con la contaminacion del agua
en Francia. :

En un trabajo conjunto con la Clinica Universitaria de
Homburg/Saar se realizo un estudio en 30 centros de dia-
lisis alemanes. El estudio fue concebido de una forma
muy parecida al estudio americano en Louisville. Ademas,
se analizo la contaminacion de la solucion dializante dos
horas después del.comienzo de la didlisis. Algunos resul-
tados deben ser comentados aqui.

La contaminacion con bacterias y gérmenes se corres-
pondian esencialmente con los resultados de Estados Uni-
dos (fig. 4). La mayoria de las especies de bacterias pro-
cedian igualmente de la familia de los Pseudomonados.
También fueron encontrados Stafilococos, como bacterias

rampositivas. El nivel de la contaminacion con gérmenes
f%.xe mas alto en la solucion dializante que en el agua an-
terior a la maquina.

La concentracion de endotoxinas en el bafo de diali-
sis aumenta durante el tratamiento. Esta es la conclusion
que se deduce de la gran cantidad de centros con valo-
res muy altos después de dos horas de didlisis (fig. 5). La
mayoria de las veces la contaminacién de endotoxinas va
unida a la dialisis con bicarbonato mas que con acetato.

Centros de dialisis en USA

Contaminacién del bano de didlisis

Endotoxinas {ng/ml)

(Adaptado de Klein et al., 1990.)
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permitida por la AAMI.
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La contaminacién del agua con bacterias

gérmenes presenta un

riesgo para la didlisis de alto flujo.
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Fig. 4.—En los centros alemanes
de didlisis predominan los

gérmenes que provienen de la
familia de los Pseudomonados.
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:El biofilm, el origen de la contaminacion?

Como se deduce de los estudios americanos, la con-
taminacion de la solucion dializante era mas alta que la
del agua en la 6smosis reversible (agua-RO). También aqui
se puede aceptar una contribucion decisiva en la conta-
minacion del sistema de circulacion del agua de la ma-
quina de dialisis. Hoy se piensa que los métodos habitua-
les de lavado no son suficientes cuando existe ya una con-
taminacion. La causa radica en la formacién de un biofilm.

JQué es un biofilm?

Las bacterias pueden sobrevivir en la circulacion del
agua o en la maquina de didlisis, a pesar de la esteriliza-
cién, mediante la formacion de un biofilm. El mecanismo
de produccion del biofilm se desarrolla de la siguiente ma-
nera:

Las bacterias estan fijadas a pequenas asperezas, tales
como raspaduras, esquinas y aristas del sistema de con-
duccion. Durante el crecimiento se forma una matriz mu-

Concentraciéon maxima de endotoxinas en el bario de didlisis y en el agua
30 centros de didlisis alemanes, 1990
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cosa de polisacarido. Esta mucosidad (biofilm) obstaculi-
za el efecto de agentes bactericidas como formalin, hipo-
clorito sodico, etc., de tal manera que las bacterias sobre-
viven y sus toxinas pueden ser liberadas. Este fenomeno
también lo encontramos en la contaminacion del catéter
Tenckhoff2 o en los filtros de carbén activo. De esta ma-
nera pueden fijarse hasta cuatro billones de bacterias de
la familia de Pseudomonados en 1 g de carbon activo por
el mecanismo de la absorcion? y liberar endotoxinas a
través del biofilm.

Esto sirve también para los dializadores. Vincent y
cols.? investigaron este fenémeno en dializadores con ex-
perimentos in vitro;: los autores encontraron una conta-
minacion de 2.000 EU/m’ dos horas después de haber
contaminado el dializador inicialmente con 235 CFU
Pseudomonados/ml. Los mismos autores pudieron de-
mostrar que’ se daban endotoxinas en el lado de la san-
gre solamente cuando habia contaminacion de un espe-
cifico tipo de bacterias en la solucién dializante. No se en-
contré ninguna transferencia de endotoxinas a través de
la membrana de cuprofan cuando se daban las siguien-
tes cepas de bacterias: Stafilococcus aureus y faecalis,
Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Ade-
mas también se podia observar un gran aumento de la
contaminacion de las endotoxinas en la sangre cuando
habia Stafilococcus cohnii d, que secretan hemolisin. No
se puede excluir la posibilidad de una descomposicion
de las endotoxinas en pequefios trozos por el hemolisin

, €N consecuencia, un transporte a través de las mem-
ranas.

Efectos de las membranas

Hemos podido observar que la contaminacion de la so-
lucién dializante es considerable. La aparicion de reaccio-
nes pirdgenas en pacientes justifica que se dé una trans-
ferencia de endotoxinas o de fragmentos sobre la mem-
brana de diélisis intacta. A partir de entonces debemos
preguntarnos: jqué mecanismos pueden ser combinados
con estas transferencias?

H retrotransporte de las sustancias a la sangre del pa-
ciente se basa en dos mecanismos distintos: retrodifusion
y retrofiltracion. La retrodifusion depende solo de la dis-
tinta concentracion de una sustancia (por ejemplo, endo-
toxina) entre los dos lados de la mebrama. La retrodifu-
sion es eficiente sobre todo el largo del dializador. Es la
causa del paso de pequeiios trozos de endotoxinas (peso
molecular, 3.000d) a través de la membrana de diali-
Si526, 27.

Por el contrario, la retrofiltracion s6lo sera determinada
por el reparto de presion de la sangre y de la solucion dia-
lizante. Observamos una ultrafiltracion siempre y cuando
la presion de la sangre sea més alta que la de la solucion
dializante. La retrofiltracion se nresenta en la diélisis cuan-
do la presion de la solucion dializante es mas alta que la
de la sangre (fig. 6). Esta es la consecuencia del principio
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Fig. 6.—Fl retrotransporte de las sustancias del dializador a la sangre
del paciente sigue dos caminos:

— Retrodifusion por todo el fargo del dializador.
— Retrofiltracion por la diferencia de presion entre la solucion de la
dialisis y la sangre.

Hablamos de ultrafiltracion cuando la presién de la sangre es mayor
que la de la solucién dializante, caso contrario a la retrofiltracion. La
retrofiltracién se observa sélo en membranas high-flux.

contracorriente de la sangre y del agua: en la utilizacion
de membranas altamente permeables, la presion de la
sangre es mas baja en la salida del dializador que la pre-
sibn de la solucion dializante. Es decir, en membranas al-
tamente permeables la presion de la sangre no puede ser
aumentada arbitrariamente, por ejemplo para evitar la re-
trofiltracion. Las consecuencias son una hemodiafiltracion
o bien una hemofiltracién con la necesidad de sustituir
una solucion por otra.

#Qué cantidad puede ser retrofiltrada en un caso ex-
tremo en un paciente? La cantidad retrofiltrada de agua,
posiblemente contaminada en la sangre, depende del fac-
tor UF de la correspondiente membrana (fig. 7). En las
membranas con coeficiente de ultrafiltracion (coeficiente
UF) de cerca de 40 ml/h*mmHg (por ejemplo, polisulfo-
no F60) debemos contar con 1,5 | de agua retrofiltrada en
el paciente . Las moléculas disueltas en el agua pueden
difundirse del lado de la sangre incluso cuando hay una
considerable ultrafiltracion.

Esta retroclearance fue descrita por Takesawa y sus
comparieros con el ejemplo de los dializadores con mem-
branas de triacetato de celulosa (CTA)®. Las membranas
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Aumento de la retrofiltracion en membranas altamente permeables
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fig. 7.—La cantidad retrofiltrada
durante una dilisis depende del
coeficiente UF de la membrana.
Con un coeficiente UF de

40 ml/h*mmHg (por ejemplo,
polisulfono F60), la cantidad

Coeficiente UF (ml/h mmHg)

100 retrofiltrada se eleva a un nivel
de 1,51, lo cual sifniﬁca que
con un UF de 0 el paciente

CTA tienen un coeficiente UF mis o menos de
40 ml/h*mmHg (en el agua) y son tipicamente membra-
nas high-flux. Takesawa y cols. demostraron que la retro-
clearance de la inulina (Je un peso molecular de 5.200 d)
en una corriente filtrada de 50 ml/min puede ascender in-
cluso a 30 ml/min ™. Ello quiere decir que con hemodia-
filtracion, o bien con hemofiltracién, no se puede impe-
dir la difusion de moléculas presente en la solucién dia-
lizante. Hosoya JI Sakai publicaron en 1990 unos resulta-
dos muy parecidos para la retroclearance de endotoxinas
en membranas high-flux y low-flux?.
Resumiendo, podemos decir:

1. Que la transferencia de sustancias de la solucion
dializante a la sangre es posible.

2. Que los mecanismos que realizan el retrotranspor-
te son la retrodifusion y la retrofiltracion.

3. lacantidad de sustancias movidas por el retrotrans-
porte depende del coeficiente de ultrafiltracion de la
membrana. Las membranas high-flux muestran mayores
efectos que las low-flux™ %,

4. También se observa retrodifusion con una filtracion
de <50 ml/min.

Discusion y consecuencias

iSe dan pruebas clinicas de la transferencia de endo-
toxinas en la sangre del paciente? Una serie de experi-
mentos lo demostraron hace afios? 5612142, | os resulta-
dos obtenidos por Yamagami y cols., de la Universidad
de Osaka (Jap6n), son dignos de mencions. Ellos compa-
raron los titulos de anticuerpos contra las endotoxinas en
la sangre de sanos y pacientes, que fueron tratados o bien
con membranas poco permeables, como el cuprofan, o

aumentaria de peso 1,5 kg.

bien s6lo con membranas altamente permeables (EVAL,
PMMA). Se encontraron muchos mas anticuerpos contra
las endotoxinas en el grupo de pacientes que s6lo habian
sido dializados con membranas altamente permeables.
Un resultado similar ya fue publicado en 1969 por Gazen-
field-Gazit?, junto a la existencia de endotoxinas en el
bafo de didlisis y la transferencia de esas moléculas a la
sangre del paciente. Las moléculas LPS pueden estimular
las células macrofagos para la formacion de interferon, del
factor tumor necroso o de la B2-microglobulina®. La im-
portancia de estos descubrimientos radica en la relacion
entre lo publicado por Baz y cols.® y lo publicado por
Quellhorts y Schunemann3!, Cuando el dializador esta
contaminado con endotoxinas, aumenta el nivel de sue-
ro de la f2-microglobulina>'. La amiloidosis es frecuente-
mente descrita como un proceso inflamable. Baz y cols.
pudieron demostrar que cuanto mas tiempo fuera trata-
do el paciente con solucion dializante con endotoxinas,
mayor serfa la incidencia de la amiloidosis (fig. 8).

Resumen

Debemos aceptar la contaminacién de la solucién dia-
lizante con bacterias y endotoxinas. Las poblaciones de
bacterias existentes son heterogéneas, del mismo modo
que la estructura quimica de las endotoxinas derivadas de
ellas. Estas tltimas pueden pasar a través de las membra-
nas de dialisis. Debemos admitir que la cantidad de mo-
léculas retrotransportadas es mas grande con membranas
de alta permeabilidad que con membranas de baja per-
meabilidad: la buena clearance siempre va en ambas di-
recciones.

Pero estos resultados muestran también que no pode-
mos confiar en las membranas como barreras seguras
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Amiloidosis en pacientes largamente tratados

Calidad del baio de di4l. y sindrome del tinel carpiano

5
DUP: Bafo de didlisis ultrapuro
T Endotoxinas: <8 pg/ml; CFU: <1/ml
5 4r Ningiin DUP para 4 arios '.Q\‘
& Entonces DUP .
e n=139 o .
[« .
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z ,”' “\
U "' . \‘
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3 o Fig. 8.—La contaminacion del
= e Solucién dializants fluido de didlisis determina la
2 . I u Dauéan € salida de amiloidosis. En
g 1 A a o uitrapura (DUP) pacientes que son
e -~ n=84 permanentemente tratados con
o una solucién dializante ultrapura
oL« & - L L 1 se observan serlales de
1-2 3-4 56 7-7 9-10 11-12 13-14 >15 amiloidosis bastante tarde. Se

Duracion de la dialisis (aftos) -
(Baz et al., Int J Artif Organs, 13:547, 1990).

supone que las endotoxinas
pueden activar el proceso
inflamable de la amiloidosis
(después de 30).

contra las endotoxinas. El objetivo central para una futura
dialisis segura debiera ser una produccion libre de bacte-
rias en la solucion dializante. Hasta entonces el riesgo del
retrotransporte podra disminuir utilizando membranas
poco permeables.
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