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RESUMEN

La contaminacién bacteriana del liquido de dialisis puede condicionar la for-
macion de endotoxinas. Estas pueden pasar a través de las membranas de dialisis
y una vez en la sangre, activar a los monocitos e inducir la produccion de cito-
quinas. La activacion mantenida de estas citoquinas condiciona un estado infla-
matorio cronico responsable, al menos en parte, de la morbi-mortalidad de los pa-
cientes en hemodiélisis. En este estudio, se comparan los niveles de contaminacién
bacteriana, endotoxinas LAL detectables y citoquinas, en pacientes que pasan de
hemodialisis de alta eficacia (HDAE) a hemodiafiltracion en linea (HDF-OL).

Cinco pacientes pasaron de HDAE a HDF-OL, segtn técnica estandar con 110
ml/min de infusion postdilucional de liquido ultrapuro. En las dos técnicas se uti-
lizaron dializadores de polisulfona de alta permeabilidad. Se realizaron controles
de TNF-o, IL-6, sIL-2r o y endotoxinas LAL detectables en plasma, mientras se
encontraban en HDAE y a la primera, 4.2 y 12.2 semana del cambio de técnica.
Se realizaron cultivos y determinacion de endotoxinas LAL en el liquido de dia-
lisis, antes y después de su filtracion (Diasafe® y Filtro-OL®).

Los controles de endotoxinas medidos mediante técnica LAL cromogénica ci-
nética, mostraron unos niveles medios medidos en el liquido de dialisis prediali-
zador, al comienzo de la sesién, de 0,32 + 0,26 UE/ml, n = 20, y a las 3 horas
de 0,11 = 0,06 UE/ml. El liquido para infusion, después de su paso por el Filtro-
OL® no mostré crecimiento bacteriano ni endotoxinas. Los niveles de endotoxi-
nas medidos en el plasma de los pacientes disminuyeron en los periodos de HDF-
OL respecto al primero, en HDAE, adquiriendo significacién estadistica en los dos
ultimos periodos. Las concentraciones plasmaticas prehemodiélisis del TNFe. no
variaron a lo largo del estudio. Los niveles de IL-6 aumentaron significativamente
de forma puntual en el dltimo periodo en HDF-OL respecto a HDAE y al primer
periodo en HDF-OL, p < 0,01. El slL-2r disminuyé significativamente, p < 0,01,
en los periodos de HDF-OL respecto al periodo de HDAE. La relacién concen-
tracion postdialisis/predialisis de TNFa, IL-6 ni sIL-2r se mantuvo en un rango
entre 0,78 y 1,2.

El nimero de UFC/ml en el LD no se correlacioné con los niveles de endoto-
xinas ni en el liquido de dialisis ni en plasma; sin embargo, los niveles de en-
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dotoxinas fueron significativamente mayores en las dialisis en las que existia un
nivel significativo de contaminacién bacteriana, p < 0,05. Las concentraciones de
las citoquinas no se correlacionaban de forma significativa con los niveles de en-
dotoxinas, ni en el liquido de dialisis ni en plasma. Sélo la sIL-2r se correlacio-
no significativamente con la concentraciéon de endotoxinas en el liquido de dia-
lisis, al inicio de la dialisis.

En conclusién, en comparacion con técnicas de hemodiélisis de alta eficacia,
no parece que la HDF-OL per sé implique un aumento de los niveles de endo-
toxinas ni de citoquinas; incluso alguno de los parametros estudiados mejora.

Palabras clave: Citoquinas. Endotoxinas. Hemodiafiltracion en linea. Hemo-
dialisis. Liquido de dialisis. Polisulfona.

CITOKINE RELEASE IN PATIENTS ON HAEMODIAFILTRATION ON-LINE

SUMMARY

Pyrogenic substances [Endo-exotoxins (ET)] derive from contaminated dialysate.
Every dialyzer membrane is permeable to endotoxin. ET may cross dialyzer mem-
branes either by backfiltration or diffusion. ET induce cytokine production in blood
mononuclear cells. Chronic cytokine release can induce an inflammatory state in
hemodialysis patients, related to morbidity and mortality of these patients. He-
modiafiltration on-line (HDF-OL) is a high efficiency technique of dialysis. The
safety of on line production of substitution fluid by a two-stage ultrafiltration is
evaluated in this study. Also we compared blood levels of cytokines and ET in
patients on hemodialysis switched to HDF-OL.

Five patients stable on bicarbonate high-flux hemodialysis (HD) were switched
to HDF-OL, with 110 ml/min of postdilutional infusion. High-flux polysulfone,
HF80 Fresenius Polysulfone®, were used in both technique. Plasma TNF-a, IL-6,
slL-2r o and endotoxins, LAL assay, were measured when patients were on HD
and at first, fourth and 12" weeks on HDF-OL. Microbiological counts and levels
of endotoxins (Chromogenic LAL assay) were performed in dialysate after each
two-stage ultrafiltration (Diasafe® y Filtro-OL®).

No pyrogenic reactions were observed during the study period. Mean endoto-
xin level in dialysate before dialyzer at the beginning of dialysis was 0.32 + 0.26
UE/ml, n = 20, and 0.11 + 0.06 UE/ml at the end of session. The infusion fluid,
after OL-Filter® was sterile and contained no detectable ET. Plasma endotoxin le-
vels decreased in the HDF-OL periods respect to the first one, in HD. Plasma
TNFa concentrations did not significantly change during the study. Plasma IL-6
levels increased significantly in the last period on HDF-OL with respecto to HD
control, p < 0.01. Plasma sIL-2r levels decreased, p < 0.01, in HDF-OL periods
respect to HD control. The ratio postdialysis/predialysis concentrations of TNFo,
IL-6 and sIL-2r remained between 0.78 and 1.2, without significant changes. Mi-
crobiological counts, CFU/ml in dialysate did not correlate with ET levels either
measured in plasma or in dialysate; however, dialysate ET levels were significantly
higher in hemodialysis where microbiological counts were elevated, p < 0.05. Cy-
tokine levels did not correlate with ET levels, only sIL-2r level correlated signifi-
cantly with dialysate ET concentration, at the beginning of dialysis.

In conclusion HDF-OL is confirmed to be a safe procedure compared to high-
flux HD with respect to microbiological and endotoxins control.

Key words: Cytokines. Endotoxins. Dialysate. Polysulfone. Hemodialysis. He-
modiafiltration on-line.



CITOQUINAS EN LA HEMODIAFILTRACION EN LINEA

INTRODUCCION

La calidad del liquido de diélisis (LD) es funda-
mental para conseguir una hemodialisis adecuada.
La contaminacién bacteriana y la existencia de pir6-
genos constituyen uno de sus problemas mas impor-
tantes. El origen de estos contaminantes biolégicos es
diverso, pueden provenir del agua tratada, de los con-
centrados de dialisis y de la existencia de biofilm
bacterianos en los circuitos, incluidos los de las ma-
quinas de dialisis'"2. Sin embargo, son los concen-
trados de bicarbonato los que constituyen la princi-
pal fuente de contaminacion.

Los pirégenos exdégenos incluyen distintos deri-
vados microbiolégicos; unos son componentes de
la pared microbiana y se liberan por lisis bacte-
riana, es el caso de las endotoxinas (ET) y mura-
milpéptidos; otros son toxinas secretadas activa-
mente como ocurre con las exotoxinas A3. Cuando
estos pirégenos contaminan los LD, pueden atra-
vesar las membranas de dialisis y pasar a la san-
gre%4. Una vez en la sangre, son capaces de ac-
tivar los monocitos, induciendo la liberacion de
citoquinas (CQ)*>°. Por otro lado, en los pacientes
en hemodialisis se ha encontrado una relacién di-
recta entre las concentraciones de CQ, fundamen-
talmente IL6, IL1T y TNFa y los reactantes de fase
aguda, entre los que destacan la proteina C reac-
tiva (PCR), el fibrin6geno y la proteina amiloide
sérica A (SAA)”1°. Como consecuencia, el pacien-
te dializado con un LD contaminado se ve some-
tido a un proceso inflamatorio crénico. Este pro-
ceso inflamatorio es en la mayor parte de los casos
subclinico, pero en ocasiones determina la apari-
cion de reacciones agudas a pirégenos''. Por otro
lado, distintos trabajos relacionan este estado in-
flamatorio crénico con el estado de nutricién, sis-
tema inmune, anemia, arteriosclerosis, amiloidosis
dialitica y a la larga, con la supervivencia del pa-
ciente® 91214,

De lo anteriormente expuesto se deriva la im-
portancia de conseguir un LD apirégeno y de gran
pureza, lo que obliga al control continuo de la ca-
lidad del LD y a la desinfeccién y desincrustacion
periddica de todos los sistemas. Y si esto es asi para
la hemodialisis, con mayor razén deberia ser en la
hemodiafiltraciéon en linea (HDF-OL), en la que se
infunde el LD ultrafiltrado al paciente'>"7. Esta téc-
nica de HDF purifica el LD a través de su paso por
dos filtros de polisulfona, colocados en serie. Cuan-
do estos filtros estan integros impiden el paso de
endotoxinas, fundamentalmente a través de un me-
canismo de adsorcién, pero también por cribado
de moléculas de alto peso molecular. Sin embar-
go, este sistema de depuracion del LD se puede sa-

turar y se puede afectar por causas fisicas y qui-
micas'®19. La saturacion va a depender fundamen-
talmente del volumen ultrafiltrado y de la calidad
del agua empleada en la hemodiélisis y cuando
acontece, no sélo se pierde la capacidad adsorti-
va, sino que también pueden ser fuente de libera-
cion de endotoxinas. De ahi, la necesidad del con-
trol, conservacion y recambio periédico de los
filtros.

Existen datos en la literatura®'> que avalan la se-
guridad del liquido de infusiéon de la HDF-OL. De
todas formas, la calidad microbiolégica del agua y
de los concentrados de didlisis es variable en cada
unidad de hemodilisis. Lo anterior nos llevé a va-
lorar y relacionar la contaminacion bacteriana del
LD y la determinacién de ET con las CQ detectadas
en la sangre de pacientes que pasaron de HDAE con
bicarbonato a HDF-OL.

Resumiendo, nuestro objetivo fue comprobar que
la HDF-OL es una técnica segura respecto a la in-
duccion de CQ. La hipétesis es que los pacientes en
HDF-OL estan expuestos a un nivel de endotoxinas
y mantienen una produccién de CQ semejantes a
los pacientes en HDAE.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio prospectivo y longitudi-
nal, en el que cinco pacientes con hemodialisis
de alta eficacia (HDAE) con bicarbonato, fueron
transferidos a HDF-OL y seguidos durante 3 meses.
Se determinaron en el suero de estos pacientes, la
IL 6, la cadena o del receptor soluble de la IL2
(slL-2ra) y el TNFo, al comienzo del estudio,
mientras se encontraban en HDAE y posterior-
mente, a la primera semana, al mes y a los tres
meses de pasar a HDF-OL. Se determinaron ET
LAL detectables en el plasma de los pacientes, en
el LD y agua tratada. También se realizaron culti-
vos del agua y LD mediante un método cuantita-
tivo (UFC/ml).

Poblacion en estudio

Se incluyeron cinco pacientes con méas de un afio
de HDAE y considerados estables en el momento de
iniciar el estudio. Cuatro pertenecian al primer turno
de dialisis y el otro al segundo, por condicionantes
técnicos para realizar los controles analiticos en ma-
quinas de HDF-OL. Tres mujeres y dos hombres con
una edad media de 55,2 + 17,9 afos, que oscilaba
entre 25 y 69 afos. Su peso medio era de 63,1 +
7,9 Kg, con un rango entre 52 y 72,3 Kg. El origen
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de su insuficiencia renal era nefropatia intersticial
crénica en tres casos, nefropatia diabética y nefro-
angiosclerosis en los dos restantes. En ningln pa-
cientes existia evidencia de hepatopatia, proceso in-
flamatorio ni neoplasico activo. El acceso vascular
era en todos los casos una fistula arteriovenosa (FAV)
normofuncionante, con prétesis de gore-tex® en cua-
tro de ellos. Se trataba de pacientes bien nutridos,
siendo la concentracion media de albdmina al co-
mienzo del estudio de 4,6 + 0,35 g/dl con un rango
entre 4,3 y 5,2 g/dl. Las caracteristicas clinicas de
estos pacientes se recogen en la tabla I. Se valora-
ron las reacciones a pirégenos, definidas como epi-
sodios de fiebre, escalofrios y repercusiéon hemodi-
namica en la dialisis, sin una causa infecciosa apa-
rente.

Caracteristicas técnicas de la hemodialisis

— Hemodialisis de alta eficacia: Tres sesiones se-
manales de tres horas. Monitor de ultrafiltracion
controlada, 4008B de Fresenius®. Membrana de
diélisis de polisulfona (PLS) de 1,8 m? de superfi-
cie, HF80 Fresenius Polysulfone®. LD producido
con bicarbonato en polvo, con un flujo de 500
ml/m. Flujo sanguineo entre 350-400 ml/ml. En
todas las sesiones se procedi6 a la ultrafiltracién
del LD a través de un filtro de polisulfona, Diasa-
fe®, implantado en la linea del LD antes de su en-
trada al dializador. Este filtro era renovado peri6-
dicamente, cada 50 sesiones de dialisis o bien cada
dos meses. Con objeto de disminuir el riesgo de
retrofiltracion, se realizé ultrafiltracion minima de
700 ml/h, reponiéndose con suero salino 0,9% es-
téril en caso necesario.

— Hemodiafiltracion ON LINE: Tres sesiones por

nitor, dializador y flujo sanguineo. Flujo del LD; 800
ml/min producido = 690 ml/m reales + 110 ml/min
de infusion. Ultrafiltracion secuencial del LD a tra-
vés de dos microfiltros de PLS, dispuestos en serie,
Diasafe® y filtro On Line®, con infusion postdilucio-
nal de 110 ml/m del LD producido «on line». El fil-
tro «on line» fue sustituido cada 50 sesiones.

— Tratamiento del agua: Tanto en la modalidad
de HDAE como en HDF-OL, se siguié un sistema
de tratamiento con filtros de particulas, descalcifi-
cador, carb6n activado y ésmosis inversa. Esterili-
zacion de la planta de tratamiento del agua cada
tres meses.

— Método de desinfeccion de las maquinas de
dialisis, con peréxido de hidrogeno y acido para-
cético, puriestéril®, después de cada procedimiento
dialitico.

Disefio

Se trata de un estudio prospectivo y longitudinal,
en el que cada paciente es control de si mismo. Se
incluyeron cinco pacientes estables en HDAE que
fueron transferidos a HDF-OL y seguidos durante tres
meses. Las determinaciones analiticas y microbiol6-
gicas fueron realizadas al comienzo del estudio,
mientras los pacientes se encontraban en HDAE,
tiempo O y a la semana, al mes y al tercer mes de
iniciar HDF-OL, tiempos 1s, 4s y 12s respectiva-
mente.

En todos los tiempos se realizaron cultivos del
agua tratada y del LD pre y postfiltro diasafe® y del
liquido de infusién, tabla Il. Se determinaron ET LAL
en el LD, una vez ultrafiltrado por el diasafe®, antes
de pasar por el dializador, en todos los tiempos,
tanto al comienzo como al final de las sesiones de

semana. Nueve horas semanales. Con el mismo mo-  dialisis, tabla Ill. En nueve de las didlisis, se deter-

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes
Kt/v PCR (g/kg/d)

Sexo Edad (afios) Etiologia IRT Peso (kg) HDAE HDF-OL HDAE HDF-OL ALB (g/dl) HTO (%)

H 25 NTIC 723 1,16 1,38 097 0,92 52 35

M 69 NAE 60,2 1,34 1,46 1,32 1,21 47 35

H 53 NTIC 69 1,29 1,19 1,17 1,14 46 314

M 65 NTIC 62,2 128 141 107 1,14 44 359

M 64 ND 52 1,20 142 0,92 1,03 43 28

Hy M 552+ 179 63,179 HDAE 1,25 + 0,07 HDAE 1,09 £ 0,16 HDAE 46+ 035  HDAE 33,0 %33

(25-69) (52-72,3) HDF-OL 1,37 £ 0,10 HDF-OL 1,09 £ 0,11 HDF-OL 4,6 £ 0,32 HDF-OL354+138

ns ns ns ns

NTIC: nefropatia tdbulointersticial cronica. NAE: nefroangiosclerosis. ND: nefropatia diabética. H: hombre. M: mujer. ALB: alblimina. HTO: hematocrito.
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Tabla Il. Cultivos del agua y LD en los cuatro tiem-
pos del estudio

Tiempo 0 18 4S 128

n.2 UFC/ml n? UFC/ml n.2 UFC/ml n.2 UFC/ml
Agua tratada 4 <10 3 <10 3 <10 3 <10

1 50 2 30 1 50 1 100*

1 100* 1 220

LD prefiltro 2 <10 2 <10 2 <10 2 <10
Diasafe 2 50 2 200 1 200* 1 70
1 160 1 500 1 400 1 250*

1 500 1 500

LD postfiltro 2 <10 2 <10 1 <10 <10
Diasafe 1 20 1 40 1 20 1 30
LD infusion 3 <10 3 <10 3 <10

On-Line

*Pseudomona aeruginosa. Otros gérmenes: Pseudomona sp y corynebac-
terium sp. n.% nimero de cultivos. UFC/ml: unidades formadoras de co-
lonias por ml.

Valores admisibles (19: LD < 2000 UFC/ml. Agua < 200 UFC/ml.

Tabla Ill. Niveles de ET LAL obtenidos en el LD al
comienzo de las dialisis en los tiempos O,

1s, 45y 12s
UE/ml HDAE HDF-OL HDF-OL HDF-OL
n=5x8 tiempo 0 tiempo 1s tiempo 4s  tiempo 12s
LALini LD 057 +038 039+0,12 0,14 £0,04* 0,16 + 0,06
LALfin LD 0,10+0,03 0,11 +006 0,09+003 0,13 =0,09

*p < 0,01 respecto al tiempo 0. LALini LD y LALfin LD: ET LAL detectables en el LD
obtenidas, postfiltro diasafe, predializador, al comienzo y al final de didlisis.

minaron ET en el liquido de infusién, postfiltro on-
line.

Las ET LAL se determinaron en plasma en la pri-
mera hora de la sesion de dialisis, en los tiempos 0
y 4s. En los cuatro tiempos, se determiné en el suero
de los pacientes TNFa, IL6 sIL 2ra, al comenzar la
sesion de didlisis. En los tiempos O y 4s también al
finalizar, tabla IV.

Metodologia de las determinaciones

Todas las extracciones se realizaron en la sesién
de dialisis de mitad de semana. La separacion de la
sangre se efectué con centrifuga refrigerada y pos-
teriormente los plasmas o sueros fueron conservados
en el congelador a -20 °C.

— Bacteriologia del LD: Se realizé cultivo, estudio
cualitativo y cuantificacion de UFC/ml en el LD. En

Tabla IV. Niveles plasmaticos medios de TNFalfa,
IL6, sIL-24 y ET LAL detectables obtenidos
al comienzo de la hemodialisis en los tiem-
pos O, 1s, 45y 12s

Valores HDAE HDF-OL HDF-OL HDF-OL
normales tiempo 0 tiempo 1s tiempo 45  tiempo 12s
TNF alfa 321+78 305+255 373+224 224x56
< 4,9 pg/ml

IL6 94+18  66+26 125+36 181 %65
<5 pg/ml

sIL-2R 289,2 + 40,2 188,3 + 58,4* 185,1 + 49,1* 149,6 + 34,2*
25-125 U/ml

LAL plasma 0,36 £0,11 0,25+0,06 0,17 +0,05* 0,16 = 0,08*
UE/ml

HDAE: hemodialisis de alta eficacia. HDF-OL: hemodiafiltracion en linea. *+: p < 0,01
respecto al tiempo 0 y Ts, respectivamente.

los cultivos positivos se determiné el microorganis-
mo contaminante. Las muestras para la determina-
cion de los cultivos fueron tomadas del agua trata-
da y del LD, pre y postfiltro Diasafe®, esta Gltima
predializador. Las muestras fueron cultivadas a 37 °C,
utilizdndose como medio de cultivo agar sangre y
procediéndose a la lectura 48 horas después. Se va-
lor6 cualquier grado de contaminacién, consideran-
dose «agua contaminada» aquella con un recuento
mayor a 100 UFC/ml y «LD contaminado» cuando
era mayor de 1.000 UFC/ml.

— Endotoxinas: Se realizé técnica LAL cromogéni-
ca para la determinacién especifica de ET en plasma,
Coatest® Plasma Endotoxina. Se sigui6 método ciné-
tico, cuyo rango de referencia es de 0,06-12 UE/ml
de plasma. Para la determinacién en el LD, se em-
ple6 método similar, Coatest® Endotoxina, cuyos va-
lores de referencia oscilan entre 0,005-12 UE/ml.

— TNFa: Se determind el suero de los pacientes
mediante técnica de ELISA, Human TNF alpha
ELISA, marca Endogen®. El limite de sensibilidad de
este método se encuentra en concentraciones de 5
pg/ml y su rango de deteccién entre 5 y 1.000 pg/ml.

— IL6: Determinada en suero mediante técnica de
ELISA, Human IL6 ELISA, de Endogen®. Limite infe-
rior de sensibilidad < 1 pg/ml y rango de deteccién
entre 1-400 pg/ml.

— Receptor soluble de la IL2: Determinado en
suero mediante ELISA, CELLPREE® Human sIL2 Re-
ceptor ELISA. Método con limite inferior de sensibi-
lidad 24 U/ml y un rango de deteccién entre 24 y
6.400 u/ml.

— Otras determinaciones: Hematocrito y hemo-
globina mediante técnica Coulter Counter® en los
tiempos 0 y 12s; albdmina sérica y urea mediante
autoanalizador Hitachi® en los tiempos 0 y 12s. Se
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calculé la cantidad de diélisis que recibian los pa-
cientes, tanto en HDAE como en HDF-OL, median-
te el modelo cinético de la urea monocomparti-
mental, método de Gotch y Sargent, con extraccion
de la muestra sanguinea postdialisis a los dos mi-
nutos de finalizar la sesion. La tasa de catabolismo
protéico (PCR) se calculé mediante la formula nPCR
=[9,35x G + 0,294 x V (litros)]/peso (kg); G mg/min
= (BUN pre-BUNpost) x V/Ted (min).

Estadistica

El analisis estadistico se realizé a través del pro-
grama R-Sigma Horus Hardware®. Todos los resulta-
dos son expresados como la media + la desviacién
estandar. Se us6 el test de Student para muestra pa-
readas y el anélisis de la varianza para la compara-
cién de nuestras miultiples pareadas. Se calcularon
correlaciones por minimos cuadrados. Consideramos
significacion estadistica una p < 0,05.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio no se objetivaron
reacciones a pirdgenos en los cinco pacientes.

Los resultados de los cultivos del agua tratada para
dialisis y del LD una vez ultrafiltrado por el diasa-
fe®, asi como los cultivos en el liquido de infusién
después de pasar por el filtro On-Line®, se recogen
en la tabla Il.

En la tabla Il se muestran los valores de ET LAL
en el LD, al inicio y al final de la sesi6n de diali-
sis, de los cinco pacientes, en los cuatro periodos
del estudio. Todos los valores estaban por debajo
de 5 UE/ml y sélo uno de ellos por encima de 1
UE/ml (40 valores). La concentracion media de en-
dotoxinas al inicio de la dialisis fue de 0,32 + 0,26
UE/ml y al final 0,11 + 0,06 UE/ml, siendo la dife-
rencia significativa (p < 0,01). En las nueve mues-
tras del liquido de infusion en las que se determi-
naron las concentraciones de ET, éstas estaban por
debajo del limite de sensibilidad del método de de-
teccion < 0,01 UE/ml.

Las concentraciones plasmaticas al comienzo de
la dialisis del TNFa. no variaron a lo largo del estu-
dio, comparando el periodo de HDAE con los perio-
dos de HDF-0L, tabla IV. Los niveles de IL6 au-
mentaron significativamente en el periodo en
HDEF-OL respecto a HDAE y al primer periodo en
HDF-OL, p < 0,01. El sIL 2r-o disminuyé significa-
tivamente, p < 0,01 en los periodos de HDF-OL res-
pecto al periodo de HDAE. Ni el TNFa, IL6 ni sIL
2r-o. variaban significativamente durante la sesion de
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dialisis: la relaciéon concentracion postdialisis/pre-
diélisis se mantuvo en un rango entre 0,78 y 1,2.
Los niveles de ET en el plasma de los pacientes dis-
minuyeron en los periodos en HDF-OL respecto al
primero, en HDAE, adquiriendo significacion esta-
distica en los dos altimos, tabla IV.

El nimero de UFC/ml en el LD no se correlacio-
n6 con los niveles de ET ni en el LD ni en el plas-
ma, aunque los niveles de ET fueron significativa-
mente mayores en aquellas didlisis en las que existia
«contaminacién» bacteriana, p < 0,05. Las concen-
traciones de las CQ no se correlacionaban de forma
significativamente con los niveles de ET ni en el LD
ni en plasma. Sélo la slL 2r-a se correlaciond signi-
ficativamente con la concentracion de ET en el LD
al inicio de dialisis, n = 20, r = 0,46 y p < 0,05.

Sélo coincide un aumento de UFC/ml de pseu-
domona aeruginosa en los dos Gltimos periodos con
un aumento de IL6 en el Gltimo, sin detectarse au-
mento de ET.

Los datos de hematocrito, albimina, Kt/V y nPCR
se recogen en la tabla I.

DISCUSION

Actualmente nadie duda sobre la importancia de
la calidad del LD a la hora de conseguir una he-
modialisis adecuada. Todas las unidades de hemo-
diélisis cuentan con una planta de tratamiento del
agua, generalmente con ésmosis inversa y se lleva
a cabo una monitorizacién periédica de la misma.
En Espana, el agua empleada en hemodialisis debe
cumplir la norma AENOR 111-301-90, de enero de
1990 y publicada en esta revista en 19912°. En esta
norma se contempla la resistividad minima, las con-
centraciones maximas de diversos electrolitos y sus-
tancias. Fija en 200 el maximo de colonias bacte-
rianas por mililitro de agua y se exige que la
determinacion de cultivos en el agua y LD se reali-
ce mensualmente. Sin embargo, esta norma no exige
la determinaciéon de ET y por consiguiente, no ase-
gura un agua ni un LD adecuados para la realiza-
cion de las nuevas técnicas de hemodialisis. Sin em-
bargo, no debemos olvidar que estas normas estan
dictadas a primeros de los afos 80, segin el mo-
delo de la AAMI de 19812', en un momento en que
las IL y ET eran consideradas sélo en el terreno de
la investigacion. En el momento actual, la Real Far-
macopea Espafiola, con el nimero 1.167, publica
unas recomendaciones mas estrictas en las que re-
duce a 100 el nimero de colonias/ml admisibles en
el agua de hemodialisis y fija la concentraciéon de
ET en 0,25 UE/ml. En los resultados de este trabajo
se observa como existen distintos grados de conta-
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minacion bacteriana, significativos en algunas oca-
siones, lo que condiciona la aparicién de ET, inclu-
so después del filtro Diasafe®. Lo que significa que
estos sistemas no logran la esterilizacion de los li-
quidos de dialisis. Sélo después del segundo filtro
se logra un liquido de gran pureza.

La contaminacién del LD se puede deber a la exis-
tencia de un agua tratada contaminada o lo que es
mas frecuente a la contaminacion de los concentra-
dos del LD, fundamentalmente el bicarbonato. La
presencia de mas de 1.000 UFC/ml en el LD, se re-
laciona con la existencia de biofilm bacterianos en
el circuito del LD de las maquinas?. Su eliminacion
no siempre es facil, precisandose en la mayor parte
de los casos el uso de desinfectantes con capacidad
desincrustante y detergente.

La contaminacién bacteriana del agua y del LD
tiene gran importancia como fuente de endotoxi-
nas; sin embargo, no existe una buena correlacién
entre la existencia de cultivos positivos en el agua
tratada y LD, con la presencia de ET LAL detecta-
bles. Tampoco existe una clara correlacién entre
los niveles de ET LAL detectables y el aumento
plasmatico de CQ tal como hemos encontrado en
nuestros pacientes en didlisis y de acuerdo con los
resultados de otros trabajos'” 22. Distintos factores
condicionan esta falta de correlacién. El primer fac-
tor es que no so6lo influye la cuantificacion de la
contaminacion bacteriana, sino también la identi-
ficacion del microorganismo contaminante. Asi, no
todas las bacterias son capaces de producir ET y
activar los monocitos induciendo la liberacion de
CQ. El segundo factor es que los métodos de de-
teccion bacteriologico y de ET deben ser adecua-
dos, siendo importante la forma y el momento de
recoger las muestras asi como la forma de proce-
sar los cultivos. Es preciso utilizar medios de cul-
tivo pobres, a temperatura ambiente y con lecturas
tardias de los mismos, mas de 72 horas, si quere-
mos aumentar la sensibilidad del método''’. De
acuerdo con lo anterior, las muestras recogidas en
el primer turno de dialisis, con el primer agua de
la mafana suelen, como se demuestra en nuestros
resultados, dar cifras mas elevadas de contamina-
cion. También observamos cémo el nivel de ET no
es constante a lo largo de una sesion de dialisis
siendo mayor al principio que al final de la misma.
Probablemente esta observacién sea debida a la
existencia de biofilm bacterianos y al mayor arras-
tre de bacterias y por consiguiente de ET con el
primer paso de liquido por las zonas contamina-
das?. Esto tiene connotaciones sobre cuindo se
deben obtener los controles de calidad del agua y
explica, al menos en parte, la disparidad de los re-
sultados obtenidos en distintos trabajos'”-22. El ter-

cer factor que influye en la falta de correlaciéon cul-
tivos-ET-CQ es el hecho de que generalmente la
determinacién de ET se realiza por el método LAL
y éste s6lo detecta uno de los tipos de pirégenos.
Finalmente, el cuarto factor es que el proceso de
liberacién de CQ por las ET es multifactorial y en
él, influyen: la cantidad y el tipo de toxina; el tipo
de membrana; factores plasmaticos y la actuacién
concomitante de otros sistemas de activacion e
inactivacién monocitaria?. Algunos de los factores
que influyen en el grado de respuesta, dependen
del estado de inmunocompetencia del paciente?* a
través de la respuesta depresora de la IL-10 sobre
los monocitos. También la existencia de concen-
traciones cambiantes de la proteina de unién a los
lipopolisacaridos (LBP) y del «Bactericidal/permea-
bility-increasing factor» (BPI) durante la hemodia-
lisis, en parte relacionadas con el estado nutricio-
nal?®, podrian modular el efecto de las endoto-
xinas.

El transporte de ET y de otros contaminantes bac-
terianos se lleva a cabo principalmente por retrofil-
tracion pero también por retrodifusion y puede
acontecer con cualquier tipo de membrana de he-
modialisis. En este sentido, diferentes trabajos han
demostrado un mayor riesgo con el uso de mem-
branas de alta permeabilidad™ 23. Un método para
disminuir la presencia de ET en el LD es su ultra-
filtracion a través de filtros de polisulfona o polia-
mida. Se ha demostrado que el paso del LD a tra-
vés de filtros de polisulfona es efectivo para eliminar
ET y conseguir un liquido ultrapuro con menor in-
duccion de CQ?2°. Debemos tener siempre pre-
sente que esta accion se lleva a cabo fundamental-
mente a través de un mecanismo de adsorcién y
por consiguiente s6lo seran efectivos si estan en
buen estado, no saturados ni desnaturalizados por
sustancias quimicas, como la lejia (hipoclorito de
sodio). Es precisamente esta condiciéon de saturabi-
lidad lo que condiciona la necesidad de su recam-
bio periédico. Junto a este mecanismo de adsorcion,
los filtros de polisulfona realizan también un criba-
je de aquellas ET con peso molecular superior al
punto de corte de la membrana. De cualquier
modo, incluso en las mejores condiciones, estos fil-
tros s6lo son capaces de extraer una parte de las
ET y una proporcién de éstas pueden pasar a la san-
gre del paciente. De ahi que siga siendo un requi-
sito la buena calidad del agua y LD, sobre todo en
técnicas de alta eficacia con dializadores de alta
permeabilidad. Tal es el caso de la HDF-OL, técni-
ca que exige un agua y LD ultrapuros, con < 100
UFC/ml en la primera, < 1.000 UFC/ml en LD y un
nivel de ET LAL detectables < 0,25 y < 1 UE/ml res-
pectivamente, con un control periédico minimo
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mensual. No es facil mantener estos niveles, lo que
obliga a desinfecciones periddicas de todos los cir-
cuitos de agua y LD. En este sentido, en Norte-
américa Central se realiz6 un estudio®® en 51 cen-
tros de hemodialisis, que cumplian las normas
AAMI: < 200 en agua y < 2.000/UFC en el liquido
de didlisis. Se recogieron muestras aleatorias, que
demostraron 35,5% de muestras de agua contami-
nadas y un 19% de liquidos de dialisis. El 6% te-
nfan mas de 5 UE/ml (LAL). El 76% vy el 30% de
los centros tenian hongos y levaduras, respectiva-
mente, en sus tratamientos de agua. En otro estu-
dio, en 36 centros en Canada, se objetivé un 30%
y un 44% de muestras por encima de sus normas
de calidad para contaminacién bacteriana (< 200
UFC/ml) y determinacion de ET (< 1 ng/ml) res-
pectivamente3'.

En este trabajo, hemos objetivado un aumento de
IL6 en el Gltimo periodo del estudio, sin que ha-
yamos podido asociarlo con un mayor recuento de
ET ni en el LD ni en el plasma de dichos pacien-
tes. Unicamente la presencia de pseudomona ae-
ruginosa en el LD podria relacionarse con el au-
mento de IL-6. Se trata, sin embargo, de un
hallazgo aislado en un nimero reducido de pa-
cientes, cinco, y es preciso contrastarlo con otros
estudios. Algo parecido nos ocurre con la dismi-
nucion objetivada de la sIL-2r aunque en este caso,
su disminucién fue paulatina a lo largo del perio-
do de estudio. Con respecto al sIL-2r, es sabido que
algunos procesos inflamatorios se caracterizan por
la activacion de los linfocitos T y que estos linfo-
citos T activados muestran IL-2r en su forma solu-
ble. La presencia de sIL-2r (CD25) se ha correla-
cionado con distintos procesos inflamatorios como
son: la enfermedad inflamatoria intestinal, linfomas
T cutaneos, infeccién crénica por virus de la he-
patitis C y citomegalovirus y el sindrome de fatiga
cronica3®34. En los pacientes de este estudio, que
no eran portadores de ninguna enfermedad infla-
matoria croénica, existian niveles discretamente ele-
vados de slIL-2r, lo que sugiere una activacion cré-
nica de linfocitos T. En los Gltimos periodos en
HDF-OL dos pacientes llegaron a presentar niveles
en el rango normal. Finalmente, las ET determina-
das en plasma disminuyeron a lo largo del estudio,
probablemente debido a la ultrafiltraciéon obligada,
de méas de 110 ml/min que se lleva a cabo en esta
técnica y que tedricamente, impide la retrofiltra-
cion.

En conclusién, no parece por tanto que la HDF-
OL per sé, implique un aumento de los niveles de
ET ni de CQ si se compara con las técnicas de he-
modiélisis de alta eficacia. Incluso algin pardmetro
estudiado, mejora.
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