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CAPITULD |

INTRODUCCION
1.1 PLANTEAMIENTO DEL_PROBLEMA

Durante los 4)timos afos se ha observado, que en pacientes
con Lupus Eritematoso Sistémico (LES), hay una mayor frecuencia
de bacteremia por Salmonells sp. (1).

Estudios previos muestran que Jos factores que predisponen
a la bacteremia por patdgenos intracelulares, se encuantran en
gsangre periférica y liquido sinovial. Estos factores son:

8) Disminueidn de la respuesta Iinmune celular (30,41).

b) Hiperactividad de células B con produccitén de autoanti
cuerpos y disminucidn en la formaocidn de anticuerpos especlficos
contra virus y bacterias.

¢) Disminucidn de la actividad fagoclitica, tanto por

factores {intrlnsecos ( disminucién de ia expresidn en la super

. ficie de la membrana celular de los receptores Ci,, C., y Feol,

como extrinseco ( bloqueo de receptores por la presencia de com
piejos inmunitarios circulantes) (31,43).

d} Presencia de complejos inmunitarios y disminuoidn
de Cs en 1llquido sinovial, lo que favorece el proceso inflamaz
torio, la anaerobiosis y la permeabilidad vascular.

e) La administracidn de medicamentos inmunodepresores
en forma combinada como son prednisona y ciclofosfamida,

t) Estado de portador de Salmgnella gp. en pacientes
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con LES.

En México existe una mayor frecuencia de artritis sdptica
por almone tepit ' en pacientes con LES, gue en -~
cualquier otra enfermedad de tejido conjuntivo (16,17,48).

Lavalie y cal., demostraron que la artritis séptica por
Salmonella sp; guarda estrecha relacién con la actividad persis
tente de la enfermedad, persistenclia crénica de la bacteria en
hudsped (portador’), glomerulonefritis proliferativa difusa y con
la administracidn de predniscna a dosis elevadas y la adminisg
tracién reciente de ciclofosfamida, que en conjunto paracen ser
tactores desencadenantes de artritis séptica por Saimonella a@p..

El motivo de este trabajo, es invaestigar, si en los pacien
tes con LES, existen factores locales en el llguido sinovial que

tavorecen el desarrollo de Salmonella enteritidis B.
1.2 JETIVOS

A.- GENERAL
Investigar si el llgquido sinovial de pacientes con LES,
refinen los factores adecuados para ser considerado como un medio

de cultivo que favorezea el desarrolio de Splmopella enteritd
dis B..

B.- PARTICULARES
a) Evaluar por medio de un mdtodo turbidimdtrico ( Mc Far

land), el crecimiento de Spimonella enteritidis B en el llquido

sinoval y compararlo con un medio adecuado para &sta. (caldo selg



nito.)
b) Determinar gi{ los factores que favaorecen el crecimiento

de Salmpnella gnteritidis B en el itquido sinovial, son quimicos
¢ inmunoquimicos.

¢) Investigar si existen diferencias significativas en el
crecimiento de Galmonells enteritidip B. de ilquido sinovial de
pacientes con LES y Artritis Reﬁmatnide (AR}, &ste Gltimo grupo

utilizado como control pesitiva.

1.3 HIPOTESIS

Existe en el llquide sinovial algln ¢ & algunos), factor
( & factores ), local ( 8 locales ) en los pacientes con LES que

tfavorecen el desarrollo de Salmonella enteritjdis B.



CAPITULE 11

ANTECEDENTES

2.1 19U s AL

El llquide sinovial se encuentra en tcdas las articula
cionas, tiene un efecta lubricante, nutricional y depurador det
cartllago articular ¥ de los catabolitos celulares. Sa'consldara
como un trasudado o diallzado del plasma y su composiclibn asta
determinada por un procesc de difusidn y secrecidn activos. Es
transparente, incoloro o amaritlo palido, su viscocidad esta rg
lacionada con el hialurenato compuesto por glucosa y acido glucu
rénico (7).

Paracelsus (1493-1541) fud el primero en estudiar el liquj
do sinovial, en particular su viscoclidad ( Fleld and Harrison,
1857); sin embargo Alarcén y Segavia (1980 ), sugirieron que las
primeras deacripciones del llquido sinovial y la terapeutica por
artrocentdsis, fue desarrollada originalmente por los Aztecas.
El anslisis citoquimico grueso de 1lquido sinovial, sirven para
clasificarlo en 5 grupos: narmal, no {nflamatorio y purulento
(ver cuadro 1). En el liquido sinovial se puedsn encontrar dife
rentes t{pos de cristales (cuadro 2).

En base a los padecimientos ocasionalmente se puede encon
trar la presencia de factor reumatoide (FR), 1gH e IgG, en el 1}
quido sinovial de pacientes con LES, AR y Artritis Reumatoide

juvenil (ARJ) (2,24).
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Onett y col., han investigado la asaclacidn de! factor reuma
toide presente en suero y lliguido sinovial, encontrandose que en
suero los niveles son mds elevados (2).

Argll y Credaro, han investigado la asociacibn de anticuep
pos dirigidoa contra el nlicleo en sus reportes sobre lilguido si
novial de pacientes con LES, AR y Colagenopatlas, asl como tam
bién.an citoplasma y citoesqueleto celulares. Durants el proceso
inflamatorio del liquido sinovial se han reportado crioprecipita
dos, complelos inmunes disminuidos asl como factores del comple

mento principalmente de la via alterna (2).

2.2 Salmonella sp.

Es una bacteria gram negativa, mbdvil anaerobia facultativa,
fermentadora de glu.usa, oxidasa negativa, con antlgenos somatj
cos (0) y tlagelares (H) (8).

Representan un grupo de bacterias formado por 3 géneros que
han sido ampliamente estudiados por Edwards y Edwin en 1878 y -
que son:

Salmonella, Arizona y Citobacter.

Su identificacidn seroldgica y su aislamiento, fueron deg
critos por Gaertner en 1888, postulando que Salmonella gnteriti
dis era Salmonella typhimurium (19),

Estudios relacionados con el DNA de bacterias clasitican a
Salmonella sp e indican que las tres unidades taxondmicas ——

S. cholerae-sujs, S. typhi ¥ §. enteritidis, estan relacig

nadas entre 70 y 100% (13).



Criginalmente las diferentes especies de Salmonella sp. se
' nombraban de acuerdo a la enfermedad que causaban. En 1934 la

terminologla de White-Kasffmann, tiene un rango especlfico a cada
tipo de Salmonella sp. antigénicamente distinguibte, se nombrd
por el tugar geogrdficoc donde se aisld por primera vez. En 1978
e] sistema comprendla cerca de 2000 serotipos. §. enteritidis,
contiene m&s de 1500 serotipos, viven en los tejidos de reptiles,
aves, mnamlferos y seres humanos. La infeccién se dabﬁ a ingeg,
tidn de alimentos, agua o lechs contaminados por bacterias (18).

Las manifestacliones clinicas de salmonelosis se han dividi
do en:

1.- Gastroenteritis

2.~ Bacteremia con o sin legiones focales (extraintestini

tes).
3,- Fiebre entérica (fiebre tifoidea)

4,- Estado de portador sano.

2.2.2. Egtructura antigénica.

. El esquema de White - Kasffmann caontiene la clasificacién
antiglnica de Salmonella sp. y !a cual se divide en grupos segln
sus antlgdnos principales O (somdticos) que son el 1, 4, § y 12,
los grupos se indican con wmaydsculas ( A, B, C, y E hasta la Z)
y se subdividen (seratfipos) par sum diferencias en los antlgenos
H (flagelares) fase | y fase Il (1, 2)., Los antlgenos 0 se indj
can con ndmeros araAbigos y los antlgencs H con mintscula (fase 1)

y nbmeros ardbigos (fase 11) (19).




2.2.3. Compgsicidn quimica de los medios de gultivo vy su
intluencia en el cregimient onella .
El crecimiento de Salmonelia gp se logra proporcionando las

condiciones adecuadas de nutrientes, pH, temperatura Yy tactores
de crecimiento (19).

Entre los nutrientas se tienen:

a) Donadores de hidrdgeno: se requieren como una fuente de
energla (gustratos oxidables) como lag sales biliares, cisteina,
Acido sulfhidrico, etc. (27).

b) Aceptoraes de hidrdgeno: son proporcionados por compueg
tos orgdnicos ( glucosa ) e inorganicos (selenito, nitratos, car
banatos).

¢) Fuente de carbano: la requieren como todos los microorga
nismos para la sintesis de compuestos orgdnicos que canstituyen
el protoplasmaj emplean como fuente de carbono los aompuestos
orgidnicos energdticos, pero requlpran ademds pequeflas cantidades

‘de COz.

d) Fuente de nitrdgeno: en ias bacterias, el nitrdgeno -~
representa aproximadamente el 10% de la cdlula en peso seco, lo
requieren por la capacidad enzimdtica del organismo, aunque en
el protoplasma se encuentra combinado en formse orginica. La mayo
ria deo las bacterias pueden utilizar el NHs ¢ Salmonglla §p. )
como la tnica fuente de nitrdgeno.

Los factores de creclmisntc sont
Purinas y Pirimidinas ( componentes de 3cidos nucldicos ?

4cidos grasos (componentes de las grasas y los llpidos) (27),
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Lag bacterins de &ste grupo tienen necesidades simples, ne
cesitan sal de amonio y glucosa, piruvato y lactato san fuentes
adecuadas de nitrbgeno y carbono. No requieren vitaminas ni amj
noAcidos, EIl pH adecuado para el crecimiento se encuentra entre
6 y 8. Temperatura 37*°C. Son anaerobios facultativos desarrg

11Andose {gualments en condiciones aerobias & anaerobias (53).

2.3 Arptritis Sgptica (Artritis por Salmonella §p.)

Las infecciones por Saimonella gp. se relacionan con la viru
lencia de la bacteria, asl como con las condiciones del hudsped,
Tras la infeccibn, el huésped ocasionalmente es portadar crdnico;
bsta complicacidn se observa frecuentamente en el paciente cop
prometido (16).

La artritis por Salmonglla_sp. €8 una complicacidn frecusn
te de la septicemia por Sajmopella gp. con una incidencia de 0.2~
2.4 X%. Generalmente es adquirida hematogénicamente y como en g
trag artritis gram negativas, hay dafo articular previo v otros
factores predisponentes, como son: hemoglobinopatias (anemia de
cblulas falcifornes, talasemia mencr ), diabotes mellitus, enfer
medades de telido conectivo (ETC), alcohmiisme y terapla antibid
tica, esteroldes & inmunosupresiva.

Laeg infaecciones gastrointestinales por Salmonella sp pueden
producir tres distintas condiciones: a) artritis reactiva, b) ar

tritis séptica y c) osteomelitis.
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Artritis Shptiea

Se observa en pacientes con enfermedades subyacentes. El
diagnbstico de la infeccidn con alm 11 . ®on el paciente
comprometido no es siempre ficil, dado que o! episodio previo de
diarrea con frecuencia no se observa ( estuvo ausente en 7 deva
pacientes con LES y con artrit{s séptica por Salmonella 8DR. s
tudlados) (15).

La artritis por Salmonel)a egp. es mhs frecuente en adultos
jovenes ( promedio 27 afics ) por su asociacidn con enfermedad de
cdlulas falciformes y enfermedad de tajido conectivo. La artrj
tis sbptica es mas comun en hembras (6:1); esta diferencia es -
alin mayor con respecto a infeccidn articular por Sa .
(16).

La prevalaencia de Artritis por Salmonelila sp. es baja, dado
que sblo 0.27% de los pacientes con septicemia desarrolian ésta
complicaclbn.' El tiempo transcurrido entre la bacteremia y el
‘diagndstiocooc de artritis sbptica parece ser mds largo ( de 4 a 7
semanag) que en artritis reactiva,

Los sintomas de la infeccidn en articulacibn por Salmonella
gp. 8son agudos pero no #speclficos e incluyen: inflamacidn con
siderable, debilidad y dolor sobre el mavimiento de artliculacidn
afectada asl como fiebre progresiva. Las articulaciones princi
palmente afectadas son: radillas, cadera, tobillo y codo, En la
;Brma poeliarticular, las rodillas siempre estdn involucradas., 0O

tras articulacliones periféricas pueden ser afectadas. Las sacrg
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1itis sdptica es observada raramente (18).

La septicemia por Salmonella sp. en nifios con enfermedad
de chlulas faiciformes, ha sido reconocida entre los principales
tactores predisponentes al desarrolloc de ia artritis séptica y
osteomelitis (15).

En 1985, Abramson y cols. revisaron todos los casos de in
feccibn por Salmonella sp, documentados en adultos en ?l hospi
tal Bellewa durante un perlodo de € aflos, e inesperadamente la -
entermedad subyacente mAs comtin entre pacientes bacterdmicos fue
el LES. Los paclentes con LES contaron 6 de 30 bacterdmicos por
Salmonella sp comparados con 13 de 2,388 bacterdmicos gram nega
tivos no~Salmonella sp.. La §glggggllgrgg; tue el microorganismo
gram negativo mds frecuente aislado de pacientes con LES., Ademds
en an pubilcacidn reclente, se raportd que 5 de 6 pacientes con
artritis sdptica por Salmonglla gp. tentan LES subyacente; si
milares resultados fueron reportados en un estudio multicdntrico
de 18 pacientes con artritis sdptica por Salmgonella sp., 17 te
nlan LES (1),

Durante los Ultimos 7 afos, se han observado 28 pacientes
con artritis sdptica. Salmonella gnterjtidis fue aislada del 1}
quido sinovial de 9 pacientes (32.1%). 8 de 9 pacientes con ar-
tritls séptica por Salmgnellp sp. tenlan LES subyacente y edlo
uno tenla otra enfermedad reumdtica ( escleroderma ? (16).

Las principales manifestaciones cllinicas de los B paclientes
con LES y artritls séptica por S a .. 5on: todas fue;un

mujeres y la edad promedio es de 27.5 aflos ( §18-44 afos ). Todos
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los pacientes tienen enfermedad activa de acuerdo a los critg
rioa de Chubiek y 7 tilanen glomerulonafritis proliferativa dify
sa; todos tienen estercides ( 60 mg. di-rio: ~prednisona- ) y 7
ciclofosfamida como tratamiento (75-1S0 mg diarios). Es notorio
que los pacienteg bajo tratamiento copn ciclofosfamida ia hablan
manlfestado en los 30 diams anteriores a la aparicidn de la artri
tis por Salmonells sp. Las artioculaciones mds afectadas fueron
las rodillas, codos y tobillos. En 2 paclentes hablan 2 articula
ciones ¥y en un pacliente 3 articulaciones involucradas simul tinea
mente, En 2 paclentes, la artritis por Saimonglla gp. reinclidid
en la misma articulacidn despubs de 2 meses hasta 8 aflos (10).

La ascoincl@n do artritis séptica por Salmonella sp. con
LES ha sido sugerida antes, &stos hallazgos enfatizan también la
asoclacibdn de dafio renal y tratamiento con prednisona y ciclofog
famida en pacientes con LES que desarrollaron artritis sthticn
por §almonells go.

Con el ¢in de- conocervs( un estado portador de Sa iia
20, es necésario para desarrc!lar artritis sbptica por éste mi
croorganismo, se obtuvieron cultivos de heces, sangre y biiis da
15 paclientes con LES activo y 15 con LES inactivo sin previa ar
tritis s@ptica, asl como de otros 15 pacientes sin enfermedades
reundticas: en ninguno de estos pacientes se aisid Salmonella sp
de culitivos de heces, sangre & bilis. Por otro lado, Salmone
enteritidiag fue aislada de heces en 2 pacientes ¥ de bilig en 1

de 5 paclentes con LES y previa artritis sé&ptica por 5a 1
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sp.. Esto demuestra que la artritis sdptica por Salmoneila sp
ge desarrolla con mds frecuencia en pacientes con infeccidn gag
trointestinal crénica por dicha bacterlia (37,

Trat. to

Se utilizan drogas antiinflamatorias no esteroides. La admf
nistracidn de indometacina en dosis altas ( 100-150 mg/24 hprs. }
es terapla efectiva. Antibibdticos parenterales, drenaje quirlirgi
¢co ablerto & cerrado y reposo articular. Los mejora? agentaes
éntlmlcrohlanos son cloranfenical, oxaciclina y ampicilina. E!l
drenaje de la articulaclién puede hacerse por aspiracidn repetida
artroscopla, irrigacibn-succién cerrada & artrotomia.

Spimonella sp. ;_Jroduce osteomelitis aguda en pacientes con
enfermedades sﬁhyacantas tanemia de cdélulas falciformes, anfermg
dad de tejido conectivo, ete.). Los pacientes con LES y artritis
séptica por Saimonella §p. probablamente deben ser tratades co
mo casos presuntivos de osteomelitis aguda y ademds deben apli
carse antibidticos adecuados por largos perlodos y drenajs qui

rérgico tambibn.

2.4 Lupus Eritematoso Sistmico (LES).
2.4.1. 111 d 2

El Lupus Eritematoso Sistbmioco ¢ LES ), @s un sindrome infla
matario crénico de stilogla desconocida qus pueda afectar dife
rentes Organos. Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad

son muy diversas: flebre, exantema erltematoso, poliartralglas,
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artritis, potiserositis (especialmente pleuritis y pericarditis},
anemla, trombocitopenla y alteraclones renales, neurolégicas ¥
cardlacas. El nombre de la enfermedad se debe en parte al exants
ma faclal que aparece en algunos casos. EIl tdrmino de Lupus se
refiere a la natuaieza erosiva de la enfermedad (28,44).

El LES aparece con mayor frecuencia en mujeres, particularg
mente adolescentes y adultas Jbvenses, en quienes la enfermedad
aparece 8 veces mds qua en los varonas; la enfermedad se presen
ta en personas de todas las razas (37).

Puede ser Fulminante y rapidamente mortal, en la actualidad
estas formas no son frecuentes y en la mayorla de los casos exis
te una evalucidn crdnica irregular en la cual los episodios de -
actividad alternan con largos perlodos de remisidn completa o ca
si completa; aunque hay formas leves de LES, algunos paclentes a
la larga fallecen como consecuencia de las les{fones vasculares
‘que afectan los rifiones (glomerulonefritis proliferativa difusa),
sistema nervioso central y otras 4rganos vitales, algunos paclepn

tes mueren por infecciones sacundarias (22,28,44).

2.4.2. iagn c

Se basa en un conjunto de hallazgos clinicos y se oconfirma
con pruebas seroldgicas, histopatolaégicas y otros analisis de la
boratorio. Los criterios de la ARA (American Rheum. Assoc.,) para
LES son:

a).~ Eritema Malar: fijo, liso o rugoso en mejillas y
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pliegues naso-lablales.

b).- Eritema discolde: escamacidn quieratinosa y obtura
folicular.

c).- Fotogsensibilidad: eritema en piel por reacclidn a la
luz salar,

d),- Ulceras orales: ulceracidén oral o nasefarlngea poco
dolorosa.

e).- Artritis: de dos o mis articulacionss, hlpérsen:tbi
1idad, edema y sinovitis.

).~ Serositis; pleuritis (dolor y derrame pleural) peri
carditis (frote y derrame pericdrdico).

g).- Alteraciones renales: proteinuria y cllindros.

h).~ Ait.raclanns neurclbdgicas: atagues convulsivos y psi
cosis,

1).- Alteraciones Hematoldpgicass anemias hematoldgicas.

J).- Anticuarpos antinucleares con tiltulos elevados, cg
lulas LES pasitlvas, anti-DNA elevada y anti-Sm

positive (18),

2.4.3 TIratamfento

No existe un tratamiento que pueda considerarse absolutamen
te indicado para el LES. E! 3cido acetilsalicilico (4 g diarios
o mds) debe emplearse en dosis antiinflamatorias mas altas como
e! primer fdrmaco de wleccidn para la fiebre, artralgia & artri

tis. Los pacientes con LES floride, deben ser internados en un
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haspital dotide se les someta a la dogsificacibn mavor del dcido -
scetilsalicilico durante varios dias o unm semana. Los antipaifg
dicos, cloroquina e hidroxicloroquina puede utilizarse tambidn.

Los corticosteroides adrenales cuando se administran por primera
vez tienen un efecto dramitico sobre los sintomas y aignos de la
enfermodad, pero con @l transcurso del tratamiento eatos efectos
van desapareciendo. Los fArmacos citotdxicos ¢eneralmenta anh
logos de las purinas, azaticprina, ciclofosfamida por via bucal
y la azatioprina por via bucal al parecer previensn o retrasan
el comienzo del deterioro de la tuncidn renal en algunos paciepn

tes (37).
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3.2. Materinl, Peagtivos y Bauipo
3.2.1. Haterial Bioigeico

a). GRUPO CON LES
Lliquido sinovial con anticoagulante (heparinal) y sin
anticoagulante proventantes de 10 paclentes de! sexo feme
nino con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) bajo tratamien
to con prednisona 30 mg. al dla.

Las edades de los pacientes son desde 18 hasta 67 afos.

b). GRUPQ CON AR (CONTROL POSITIVO)
Liquido sinovial con anticoagulante ( heparina ) y sin
anticoagulante provenientes de 13 pacientes con Artritis
Reusatoide (AR) cuyas edades van desde los 22 hasta los 68

afios.

c). GRUPO CON QA (CONTROL NEGATIVO)
Liquido Sinovial con anticoagulante ( heparina ) y sin
anticoagulante proveniente de € pacientes cdn Ostecartrosis

(D0A) cuyas asdades van degsde los S0 hasmta los 73 adfos.

3.2.2. Haterial de laberatorio

1.~ Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
2.~ Pipetas Pasteur

3.- Plpetag de 1, § ml.

4.- Pipeta de 20 y 25 ul.

5.~ Tubos de 12 x 75 mm.



7.~

8, -

10. -

11.-

13.-

14. ~

16.-
L7.-
16. -
19. -
20. -
21. -

22.-
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Porta objetoa con HEP-2.

Agitador (vortex).

Gradilia.

Porta-objetas de 26 x 76 mm.
Cubre-objetos de 24 x 50 =m.

Cubetas de tencién de Coplin

CAmara Humeda

Cubetas de lectura para Nefelometrla
Porta-objetos con Crithidia lucilliiae
Pipeta automdtica de 50 ul.

Cajas de cultivo caluiar.

Funtas amarillas estériles.

i;apnl estérijes

Cajas Petri de 19x48 mm.

Pape!l paratiim

Vasos de precipitados de 100 ml.

Bafio marla

Solucién de estdndares para Cs,Cs, IgG, IgA, 1gH.
Antisueros Anti C;,Co, 1gG, IgA,lgM.

Gamaglobulina antihumana conjugada con fluoresceina
{de conejo), comercial Anti-Human-FgG + A + m keft
fluorocein konjugient OTKG 04/05 Behringwerke A.G.

Marburg. -
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Titular antes de usarla, para trabajo, generalmente
8@ usa 1:20 (primero hidratar con i m! de agua -
destilada y adlcionar { ml de PBS y alicuotar en
tubos de plastico con 0.1 ml (dil 1:2) + 0.9 ml
de PRS + 100 ul de azul de Evans de trabajo.

Estable 1 dla.

PBS (Buffer fosfato salinal
{.~ Solucidn NaCl 10 X (0.i5) M.
NaCl - B7.66 g.
Azida de Svudio - 1 g
Ha0 destiiada - c.b.p. 1000 ml
fle~ Solucidn fosfatos 10 x (0.1) M.
Na;HPD, - 14.18865 g.
KH:PO4 - 13.6091 g.
Azida de Sedin - 1 g.

H20 destitada c.b.p. 1000 ml.

uc JO
100 &1 de la solucidn | + 100 ml de la solucidn 11,
Aforar a 1 L. con Ha0O destilada y ajustar pH 7.4

con NaOH 2N,

Solucidn azul Evans (coloracidn de contraste)
comeroial de Behringwerke QUHU 14715 10g/L.
Sojuct de bajo: 1 gota de azul de Evans

4 ml de H20 destilada.




o
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11.-
12, -
13, -~
14, ~

i6.-

16. -

18, ~
19.~
20. -
21.-
22.~
23.-
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Guardar a temperatura ambiente y cublerta de la
luz visible.
Solucldn de montaje (glicerol al 50% con PBS).
1 vol. PBS: | vol. de glicerina.
Acelite de Inmersidn.
Discos acoplados con Ci4 (cabra) 65 discos. MHerck
Conjugado anticuerpos 1gG & 1gM marcados con fos-
fatasa alcalina,
Cantrol positivo fuerte (liofilizado) conteniendo
alblmina s&rica bovina 6% liofilizados.
Control positivo débilt.
Control negativo con menos de 10 ul.
Di luyente para las muestras (50 ml).
P- nitro fenil fosfato ( p~ NPP), Viales con 50mg.
Buffer de Carbonato de sadia (20 ml de concentra-
cidn 10 x (diez veces concentrado).
Solucldn de Hidrdxido de sodio (NaOH) 3N (15 ml).
Soluclbn salina (0.9%).
Agar S8,
Caldo Selenito.
Antisueros poly 1 y anti Vi.
Medio de cultivo EMB (ecsina azul de metileno).
Caldo Heyna.
Suspensidn de! tubo 2 de la curva de Mc-Farland

{grafica 1).
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Equipo

1.- Dengitémetro.

2.- Microscoplo compuesto Hewlett Paockard.

3.- Microscopio de fluorescencia Hewlatt Packard.

4.=- Gasbmetro (I1L-813).

S,- Espsctrofotdmetro Coleman junior 11,

6.~ Campana de flujo jaminar.

7.- Mechero de Bunaen.

8.~ Nefeitmetro Behring Lasser tipoc Mode! F-B registro
L 31032/39428 100 watts.

8.- Centrifuga de 8 camisas ( 6500 rpm.)

10,- lncubadora 374C.

tod

Sinovial

Coler .

Se@ busca an la medicidn visual del llquido sinovial.
Puedean existir una variedad de colores, desde blanco,
amarillo ( xantocrdmico ), amarillo verdosoc hasta rojj,
zo, dapendlendo de la presencia de: leucocitos, bilirry

bina eritrocitos y bacterias.

Yiscocidad

Consiste en la madicidn cualitativa de la concentra
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cidn de hoido hialurdnico, se reportas muy alta y alta
cuando al llquido sinovial hace hebra; baja y muy baja

cuando el liquido sinovial se corta como gota de agua.

ucina

Permite medir el grado de polimerizacibn de hialurg
nato (proteina del acido hialurodnice). Agregar al liqul
do vial Akcido acético 7 N y observar la precipitacidn.
Reportar en 4 grados:
Grado 1: Masa compacta y apretada.
Grado 11: Masa suelta y blanda.
Grado IIl: Fragmentos sueltos pero compactos,

Grado [V: Fragmentos pequefios.

Dengided (densitometria)

Estd dada por la concentracién de solutos que se en
cuentran en el llquido sinovial, determinado por medio

de un densitdmetro.

Aspecio
Es una nedi{da fisica de |a transparencia de! i1Iquido
sinovial, se encuentra dada por la concentracién de soluy
tos y celulas presentes. Rerportar como transparente u
opaco.
En base a log valores norsales y clagificacidn de!
l1tquido sinovial catalogar en inflamatorio grupo ! y II.

infismptorjo (grupo 1): caolor amarillo (xantocrémico),
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trangparente, mayor de 4 ml, viscocidad 2lta, codgulo de
nucina grado il, codgulo de fibriva negative, leucocitos
3000/mm® PMN 25% y linfocltas 75% . intlsmatorio (gyupQ
11): color smarillo {(xantocrdmico) d blanco, transpareq
te u cpaco, viscocidad baja, colgulo de mucina grado [1
y grado 111, coAAgulo de tibrina positivo, leucocitos de

3000 - 5000/om®, con 70% PMNN y 30% de linfocitos.

Gagomoiris (anklisis fisicoquimico).

Determinacidn ds pH, presidn paroial de 02 ¢ PO, ),
presidn parcial de CDx ¢ FCO, ), COD; total y exceso de

base (BEB).

nklis nyupo! 1 1 ovia
1] G A ) t. )]
Nefelometris

1.- En tubos de 12 x 75 mm haocer una diluecidn 1:101, 2o
mar 10 ul para 1gG, para los llquidos sinoviales pro
blemas, control y estandar.

2.- Hacer una dilucidn 1:5 del antisuero para todos los
llquidos sinoviales (0.5 ml del antisuero + 2.5 m) de
solucidn salinal.

3.- Agragar a las cubetas de lectura 200 ul. del antisug
ro diituldo 1:5 ¥y 10 ul de Ia dilucidn 1:101 del 1}

quido sinovial problema y estandar para 1gG 1 ul del



27

ilquido sinovial y estandar dituide para I[gA, Igh y
€y para C4 agregar 5 ul del llquido sinovial problg
ma y estandar di{luido 1:101.

4.~ Agitar sin hacer burbujas. Incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente,

5.- Leer en el Nefeldmetro (agitar poco antes da lear).
El intenso enturbiamiento de las musstras, puede a]
terar los resultados, especialmente en la zona de va
lores bajos. Las lecturas se hacen an proporcidn de

volts/concentracidn.

nyciearea (AAN).

2,-

3.-

4, -

4 [+] ndirgeta ([FI)

Meter e! liquido sinovial sin diluir,

Sacar los portaobjetos con HEP- 2 y dejarles a temparatura -
anbiente para evaporar el agua.

Nivelar la gAnara humeda con esponjas humedecidas con agua.
Marcar los pocilles del portaobjetos con el nbmeroc correspen
diente de muestras de llquido sinovial.

Cubrir con una gota de cada 1igquido sinovial.

(con pipeta de 20 ul) !la cud! 8s5td en cimara htmeda y dejar
{ncubar 30 min. a temperatura ambiente.

Lavar los portacbjetos con PBS a chorro y dejar sumergidos
en cubetas de Coplin con PBS durante 10 min. (hacer 3 lava~

dog).

Secar brevemente y cubrir los portacbjetos aon antigammaglo
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bulina humana conjugada con fluorescei{na ( cada pozo con 25
ul. para una preparacidn se usan 200 ul.) e inocubar en cima

ra htmeda durante 30 min. a temperatura ambiente,

" Lavar los portacbjetos con PBS a chorre y dejar sumerjidos

en cubetas de Coplin con PBS durante 10 min. ( 2 iavados ) y
el tercer lavado 15 ain.

Secar las orillas de la pr.pnflclbn y adicionar 3 gotas de
la solucidn de montaje ¥ cubrir con un oubreobjetos.

Colocar los portacbjetos sobre una base negra y cubririos
de la luz.

Leer l& inmunoflucorescencia con objetivo de inmarsidn en un

microscopio de fluorescencia y detectar patrones.

t omo 20.- Presonta el n@cleo totaimenta tefiido y
con la misma intenslidad, debido a que reconoce DNA e histg
nas., Carsoterlstico de LES activo, LES subeclinico, LES por
drogas enfermedad de la colligena, hepatitis crdniea activa

lupoids.,

Patrin Poritérico.- Presenta fluorescencia brillante en el
gontorne de! nficleo, debido a que reconoce DNA de doble --
cadena, caractaerlstico de LES activo, ¥y otras enfermedades

de la colagena.

Patrdn Moteado.- Presenta fluorescoencia en manchas que
van desde puntitos brillantes hasta grumos por lo que sge

clasifican en: moteado fino, moteado grueso, moteado dig
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creto y moteado citapldsmioco, ya que puade presentarse tap
to en ntcleo como en citoplasma. E] patron moteado fino es
caracteristioo de LES, Sx. de Sjdrgren, el moteado grueso
es caracteristico de la Enfermedad Mixta de Tejido Conjunti
vo (ETMC). E! moteado discreto es caracterlstico de Sx. Rayma
und, Sx. Crest y Escleroderma. El moteado citoplasmico o5 ca
racteristico de Cirrosis Biliar Primaria, Hepatitis Crénica

Activa, Sx. Sjorgren, Lupus Necnata!l, Lupus cutaneo.

Patrdn Nuglieglar.- Proesenta fluorescencia en los nuecleg
los como su nombre lo indica, reconoce RNA. caracteristico

de: Esclerosis Sistdmica Progresiva y Esclerodemia.

Batrdn Fibrilar.- Presenta fluorescencia en fibras que
pusden atravezar tanto cltoplasma como nlicleo, reconcce mi
crottibulos (tubulina) filamentos intermedios (citoqueretina
neurof{lamentos, filamentos de desmina, gliales y de vimep
tina), orofilamentos (activa). Caracterlstico de LES, Artrji
tis,Cirrosis Biliar, Primaria, Hepatitis Cronica Activa,Sx.
Creutzfeldt Jakob, infecciones de Epstein-Barr y micoplag ’
an,polimtositis, Anemis Hemolltico Autoinmune, Purpura Trop

bocitopénica Idiopatica.

9.3.3. AvAlis{e Quimico del Llquido Simgvial
Proteinag totales.~ Se basa en 1a reaccidn de dos & mhs enlaces

peptlidicos (protelna) con un reactivo eliprico alcalino, formAndg
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se un complejo colorido azul ¢ idn ctuprico y dos enlaces peptlidi
©0s), ia intensidad del color es directamente proporcional a la
concentracibn de protelna. Leer a 545 nm en un espectrofotbmetro,
Gluggsa.~ La glucosa - ox{dasa actéa sobre la glucosa para for
mar gluconolatosa, que en presencia de 0iz,da 3cido glucdnico mis
perdxido de hidrégeno y al adicionar ORTO dianicidina ( receptg
red cromogdnicos de O: ) se obtiene una solucibn coloidal es

directamente proporcional a la concentracidén de glucosas

3.3.4. lisig Microbioldpgico dgt Liquido Sipovial

T ficacidn de Salmonella enteritidis B

En un portaobjetus colocar 3 gotas, una de las cuales &3
solucién salina con cepa probiema (testigoe autoaglutinacién) la
sigulente es poly | y la 8ltima es anti Vi, wmezclar cada gota
problema con su antlgene y observar aglutinacidn ( aglutinacidn
rdpida 30 seg).

Si aglutina con anti Vi, calentar 60 min. en bafio marta
a 56*C. y prohar con poly 1. Si aglutina con pely |, probar con
el grupao D y con Gy

En el laboratorio se trabajd con una cepa de Salmoneila
santeritidis B aislada de llquido cefalorraquideo.

Anjligis Microbioldgico Especia

Una vez obtenidas las auestras de liquido sinovial, se

les reailza un Andlisis Microbiolégico Genaeral sembrando en dife
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rentes medios de cultives existentes, con el fin de comprobar -
que en ellas no existe ningun tipo de desarrollo bacteriano -
{(tigura 1).

Despuds de haber obtenido el reporte del examen Micrg
bicldgico General de los llquidos sinoviales en estudio (LES, AR
¥ OA ) sin desarrollo bacteriano, se procede a inocular la cepa
de Salmonella enterjtidis B en el llquido sinovial, @l cual as
previamente centrifugado con el fin de eliminar particulas ( leu
cocitos y PHN ) que pueden interferir en el crecimiento de dicha
bacteria.

Incubar a 37°C. y cosechar a las 2, 24, 48 y 72 hrs. in
terpolando la densidad dptica (D.0.) en la curva de Mc-Farland y

reparta concentracidn de Unidad Formadoras de colonias (UFC)

1.~ Hacer una suspensidn con 2 m! de soiucidn salina estéril

con una capa de Salmonells enterjtidig B (comparar con el tubo
No. 2 de la curva de Mc-Fariand que es la concentracldn dptima -
de indculo 30 x 10* UFC. Todo se debe trabajar en la campana de
flujo laminar, para avitar contaminacidn (cuadro’ 3, gradfica 2).

2.~ Colocar 0.15 mi de llquido sinovial en estudio, como se
indica en el cuadro 4.

3.- En una aicroplaca para cultivo de células, coloocar el
llquido sinovial en estudic segln la !etra que corresponda, as
decir de 'a A a 1a G muestra de llquido sinovial y en la Qltima
letra(H) el control que es caldo selenito. Lo®8 numeros que se en

cuentran en la parte inferior de la placa, corresponde a las hrs.
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que. se van a incubar cada llquido sinovial y al control de este
rilidad ¢ blanco (sélo 1lquido sinovial ).

4.~ Sobre cada pozo con 0.15 ml. de ilquido sinovial, pipe
tear 50 ul de la suspensidn de Salmonells enteritidis B previa
mente preparada y estandarizada.

S.- Cerrar ia placa teniendo la preoaucidn de especificar
cada hilera vertical ( letras ) con el ntmero del paciente a que
correspande.

6.- La caja de microcultivo se introduce en la incubadora a
37°C. durante 2,24,48 y 72 hrs. Esto es con la finalidad de rep
lizar las curvas de crecimiento correspondientes a cada paciente.

7.- Al llegar las 2 hrs. de incubacidn sacar la placa de !a
incubadora ¥ c¢onsechar sdlo la ia. hilera ( No. 1 } con pipeta
pasteur en un tubo de 13 x 100 en campana de flujoc laminar,

8.- Interpolar las lecturas de D.0D., en la curva de Mc-Fap
land para obtener UFC X 10%/mi.

9.- Trazar la curva da crecimiento UFC X 10*/ml ve. tiliempo

10.~ Calcular el coeficiente de oracimiento de la siguiente
manera:
C.C. = _UFC ob idag & 8 48 hrg. ingubac
Concentracldbn de bacterias fnoculadas

El andiisis estadistico que se¢ aplicd fus la T de Student,

para evaluar la significancia de las diferencias de los resultp

dog obtenidos, con una probabilidad del 95%.
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4 9.6 0.6 1200 12
H 9.3 [ 1320 14
4 74 8.4 1800 -
4 9.3 8.3 2108 20
9.2 8.2 2408 -
L] 9.4 [} 2780 -
18 9.8 1.0 e 30
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CAPITULD IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULT

Se seleccionaron 10 muestras obtenidas a partir de pacien
tes que presentaban Lupus Eritematoso Sistémico (LES); 13 mues
tras de personas con Artritls Reumatoide (AR) ¥ & paci;ntes con
Osteortrosis (OA). En todos los llquidos sinoviales se cuprdbb
su esterilidad, sigulendo el protocolo representado en la figu
ra 1.

Les resultados de los anAlisis: citoldgico (cuadre I, 11, y
111y tisicoquimicos (cuadros [V,V,Vi}; Inmunolégicos ( cusdros
Vil,VIlIl ¥ 1X); Quimico (cuadros X,X1,XIl) y Microbjolbégicos Eg-
peclal se representan en los respectives cuadros.

Log llquidos sinoviales en estudio fueron inocutados con la
concentracidn Optima do inbculc de Salmonella spteritidis 8. 1a
cual se obtuvo sembrando diferentes concentraciones de la cepa
en medio EMB (Eosgina azul de metileno) y siguiendeo el orecimien
to por 48 hrs., el cual resultd ser de 30 X 10* UFC (cuadro Xilt
graf. . .

En la grafica Il se observan las diferencias en las curvas
de crecimiento de 1a cepa en los llquidos sinoviales en estudino.
No existid crecimiento cuando se inoculd liquido sinovial en per
sonas con OA., El mayor crecimiento se presenta en los controles

positivos (Medio Hayna y Caldo Selenito), mientras que las mueg
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tras provenientes de pacientes con LES crecen con mayor concepn
tracidn que en los 1lquidos sinoviales de pacientes con AR, a --
excepcidn del llquido sinovial de pacientes con AR de tipo intla
matorioc, en el cual el crecimiento fud samejante al de Lupus -

Eritematoso Sistémico (LES).
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A4.2. DISCUSION

Es claro que el llquido sinovial de pncicntyl con LES fave
rece en mayor proporcidn que los controles utfilizados, 91 creci
miento de Jalmonella enteritidis B.

Los resultadas de dste trabajo enfocados al andlisis del 1}
quido sinovial como medic de cultivo, desostraron que los tacto-
res qulmicos, 61 favorecen el crecimiento de Ia bacteria, Los
cuales pusden ser demostrados al encontrar diferencias signitica
tivas entre el control negativo y los otros llquidot sinoviales
(cuadros X1V Y XV).

De lltll:nblcrvnclon.l. se puede concluir que los liguidos
sinoviales estudiados de tipo inflamatorio y no inflamatorio, fp
vorecieron el crecimiento, dentro de los factores locales quiml
cos e inmunolibdgicos, los que probybl--ont. favorecen el desarro-
1lo de 1a bactaria son: pH, HCOs;, proteinas totales, glucosa e
@ inmunoglobulinas,

El! pH alcalino y el exceso de base (BEB) detectados en los
llquidos ainovll!ns de paclentes con AR y LES, favorecen la anag
robiosis. El soporte nutritivo como la fuente de carbono y derj
vados nitrogenados se aporta por las protelnas totales y las in-
munoglobulinas.

De acuerdo a3 los resultados, los factores locales gue mls -
influyen en el crecimiento de Sal tepit S son: pH

alcalino y el {incremento de CO, total, ya qus es uns bacteria -
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anserobia facuitativa. La anaerocbiosis en el llquido sinovial eg
td favorecida por la actividad fagocltica aumentada y presencia
de complejos inmunes cacirculantes que la astimulan estas observy
ciones s& ven reforzadas por estudios esperimentales que se llg
varon 8 cabo y que suestran que al aumentar la concentracidén de
CO: en jas estufas de cultivo, aumentaba tanto Ia velocidad de
crecimiento (k), como la tasa de crecimiento de !a bacteria en
el llquido sinovial.

E! hecho de q;n atin existiendo un proceso inflesatorio en -
los pacientses con LES ¥ AR que se utilizaron en el presente esty
dio y que no hablan desarrollado artritis sdéptica por Salponmtia
enteritidis B, nos permite proponer que no sdlo las alteraciones
metabdlicas por si smisaas favorecen wl desarrolio de la bacteria,
sino que ademds re requieren de otras alteraciones sistémicas y

terapbuticas para &sta complicacidn se observe.
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CAPITULG V
CONCLUS10NES

El 1iquido sinovial de pacientes con LES y AR, tienen factg
res locales que favorecen el desarrollo de Sal ella ==

nt i .

En e1 liquido sinovial de pacientes con LES inoculados se en
contrd un incremento en el desarrollo de Salpopella enteriti
dis B. y comparado con el grupo control negativo (OA), fue

significative (p>0.001).

Los tactores localas que favorecen el desarrocllo de Sglmgne
Lll_gn;nggjjll_ﬂL en pacientes con LEE y AR son: pH alcalj
no, proteinas totales, inmunoglobulinas, glucosa, HCOs y

CO, total.

Debido a |a empecificidad de log nutrientes del caldo seleni
to comparado con e! llquido sinovial, muestra un mayor creci

miento de la bacteria en el primero.

Los factores locales quimicos e inmunoldgicos que favorecsn
el crecimiento de la bacteria antes mencionados, se incremsp

tan por el proceso inflamatorio.

No existan diferencias &n el cracimiento de Salmonella -
enteritigig B, en el lliquido sinovial de pacientes con LES y

AR, cuando estos liquidos son de tipo inflamatorio I Y II,



.52

7.- La mnaercobliosls se favorece por el proceso autoinmune y la

cavidad sinovial adquiere un pH alcalino.
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