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Resumen

Se presenta un estudio experimental de Ia eficacia de au-
toinjertos esplénicos frente a una sepsis inducida por Esche-
richia coli. Se han intervenido 75 ratas Wistar distribuidas
en tres grupos: I) intervencién simulada; IT) esplenectomia
total, y III) autoinjerio esplénico. A los noventa dias de la
intervencion se efectud una inoculacién con el microorga-
nismo realizando hemocultivos a los diez y ciento veinte mi-
nutos. Los resuliados muestran que el aclaramiento bacte-
riano no aumento en los animales autoinjertados, siendo los
trasplantes ineficaces para combatir una sepsis por Esche-
richia coli.

Abstract

Presentation of an experimental study on the effeetive-
ness of splenic autografts in sepsis induced by Escherichiae
coli. 75 Wistar rats were operated npon, divided into 3
groups: I) simulated operation, IT) total splenectomy and
I17) splenic autograft. 90 days after the operation, an inno-
culation was performed with the microorganism, with hae-
mocultures at intervals of 10 and 20 minutes. The results
showed that bacterial rinsing was not increased in the au-
tografted animals, and the transplants were ineffective in
preventing sepsis due to Escherichiae coli.

Zusammenfassung

Die Verf. berichten iiber eine experimentelle Studie iiber
die Wirksamkeit von splenischen Autotransplantationen ge-
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geniiber einer durch Escherichiae coli verursachten Sepsis,
Sie haben eine Intervention bei 75 Wistarratten vorgenom-
men, die auf drei Groppen verteilt wurden: I) zum Schein
durchgefiithrte Intervention; II) totale Splenektornie, und
I1I) splenische Autotransplantation. 90 Tage nach der In-
tervention erfolgte eine inokulierung mit dem Mikroorga-
pismus und es wurden Himokulturen nach Ablauf ven 10
und 120 Minuten durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass
die bakterielle Klirung bei den Tieren mit einer Autctrans-
plantation nicht erhéht wurde, und dass die Transpianta-
tionen fiir die Bekiimpfung einer Spesis auf Grund von Es-
cherichiae coli unwirksam waren.

Résumé

Nous présentons une étude expérimentale de Pefficacité
des autogreffes spléniques face & une sepsie induite par Esc-
herichia coli. 75 rats Wistar réparties en trois groupes fu-
renti opérés: 1) Intervention simulée; TI) splénectomie totale
et ITII) autogreffe splénique.90 jours aprés lintervention on
pratique une inoculation avec le microorganisme en réali-
sant des hémocultures aprés 10 et 120 minuotes, Les résul-
tats montrent que l'éclaircissement bactérien n'a pas asg-
menté chez les animaux autogreffés les greffes sont ineffi-
caces pour combattre une sepsie par Escherichin Coli.

Introduccioén

Desde que en 1952 Kin v Shumacker! informaron
de sepsis postesplenectomia en nifios, los cirujanos
han ideado diversos métodos de conservacion esplé-
nica cuando se hace necesaria la reseccidon del bazo
por motivos traumatolégicos o desdrdenes hematolé-
gICos.
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1.a capacidad de los autoinjertos del bazo para re-
generarse en ¢l abdomen de animales de laboratorio
fue observada hace sesenta afios por Manley v Mari-
né? Posteriormente se demostrd que dichos trasplan-
ses eran funcionantes en esplenectomizados a nivel ex-
perimental .
~ El objetivo del presente estudio ha sido el determi-
nar si un autoinjerto esplénico confiere alguna dife-
rencia ante una sepsis inducida experimentalmente
con Escherichia coli, patdgeno encapsulado, frente a
animales esplenectomizados totalmente o normales.

#aterial y métodos
Material

Para su anAlisis lo hemos dividido en:

a) Animales. b) Cepa bacteriana. ¢) Densidad de
indculo bacteriano. d) Muestras procesadas para ana-
lisis ¥ recuento microbioldgico. e) Medios de cultivo
empleados.

a) Animales: El presente estudio experimental lo
hemos realizado con un total de 75 ratas blancas, raza
Wistar, hembras, de 200 g de peso medio. Dichos ani-
males se mantenian durante las cuarenta y ocho ho-
ras previas a la intervencion en ayunas, permitiéndo-
les el agua «ad libitum». A las veinticuatro horas del
acto quirtirgico se reiniciaba la alimentacion habitual
de la rata.

El total de los 75 animales se distribuy6 en tres gru-
pos de 25 animales de la siguiente manera:

Grupo I Intervencion simulada.
Grupo II: Esplenectomia total.
Grupo III: Autoinjerto esplénico.

b) Cepa bacreriana: La cepa utilizada fue Escheri-
chia coli 20034 HUS encapsulado, probada su capa-
cidad patdgena, habiéndose aislado de la sangre de un
paciente hospitalizado en el Hospital Universitario de
la Facultad de Medicina de Sevilla.

¢) Densidad del indculo bacteriano: El indculo ad-
ministrado a los animales del estudio fue en 1 ml de
solucion salina el E. coli con turbidez igual al niime-
ro 1 de la escala de McFarland, lo que equivalia a
3 = 10% unidades formadoras de colonias. Dicho iné-
culo lo inyectamos por via intraperitoneal a los no-
venta dias de practicada la intervencidn.

d) Muestras procesadas para estudio microbioldgi-
¢o: Por cada animal, las muestras tomadas de forma
estéril y posteriormente procesadas fueron dos:

— 1 cc de sangre extraido por puncién cardiaca a
los diez minutos de la administracidén del indculo.

— 1 cc de sangre extraido de igual forma a los cien-
to veinte minutos.
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e) Medios de cultivo empleados:

1. Tripticasa de soja-agar en estado liquido a tem-
peratura de 45° C para recalizar las placas que poste-
riormente se solidificaban, permitiendo el recuento
bacteriano en superficie y profundidad del medio,

2. Agar-sangre: medio enriquecido para el aisla-
miento de todo tipo de microorganismos,

3. Levine: medio selectivo para favorecer el aisla-
miento de Escherichia coli.

4. Tioglicolato: medio Hquido enriquecido que nos
permitia igualmente el aislamiento de Escherichia coli
e incluso en aquellas muestras en que ¢l porcentaje de
microorganismos era muy bajo.

Métodos

1. Métodos anestésicos: Todos los animales fueron
anestesiados con la misma técnica antes de la inter-
vencidon quirirgica mediante la inyeccion intraperito-
neal de hetamina a una dosis de 0,3 cc por cada 100
g de peso.

2. Métodos quirtirgicos:

Grupo I: Intervencién simulada. En este grupo se
practicd una laparotomia media, al igual que en to-
dos los animales. Posteriormente se practicéd una ex-
terlorizacion y manipulacion de las asas intestinales y
del bazo, procediendo después al cierre cavitario.

Grupo II: Esplenectomia total. Comenzamos la in-
tervencién con igual técnica que en ¢l grupo anterior,
Tras seccionar el ligamento esplenorrenal efectuamos
una luxacién del bazo y esplenectomia, previa hemos-
tasia de todos fos vasos esplénicos.

Grupo IIT: Autoinjerto esplénico. Tras practicar la
esplenectomia total secciondbamos una porcién co-
rrespondiente a un 50 G aproximadamente de la por-
cion central del bazo, que introduciamos en cavidad
peritoneal, habiendo sido rodeado previamente en su
totalidad por epiplén.

3. Métodos microbioldgicos: A los noventa dias de
la intervencidén se inoculaba el Escherichia coli y se
procedia a la extraccion de sangre por puncidén car-
diaca percutinea a los diez y ciento veinte minutos.

Estas muestras eran cultivadas en los medios ante-
riormente descrifos, consiguiendo efectuar determina-
ciones cuantitativas de los mismos.

4. Métodos estadisticos: Realizamos con todos los
resultados de cada uno de los parametros un andlisis
de la varianza con objeto de comprobar si existian di-
ferencias entre los distintos grupos.

Asimismo estudiamos la interrelacion entre pares
de resultados mediante un estudio de correlacion de
rangos de Spearmann y analizamos su nivel de signi-
ficacidon para determinar cudles tenfan diferencias es-
tadisticas.
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5. Estudios de mortalidad: Para determinar la su-
pervivencia de los animales después de la inoculacion
bacteriana realizamos un estudio de mortalidad. Para
ello, a cinco ratas por cada grupo de intervencion, des-
pués de inyectarles el microorganismo, las mantuvi-
mos observando cada doce horas durante quince dias,
apreciando las muertes producidas,

Resultados

Grupo I: Intervencion simulada. De los 20 anima-
les que se utilizaron para el estudio microbioldgico so-
brevivian sdlo 16 alos noventa dias. Dos de las muer-
tes ocurrieron en el postoperatorio inmediato y dos
posteriormente, sin causa aclarada. De estos 16 ani-
males fallecieron en la anestesia previa al indculo dos
de ellos, mientras que otros cuatro fallecieron tras la
obtencidn del primer hemocultivo.

Los resultados de los hemocultivos practicados a
ios diez y ciento veinte minutos se muestran en las ta-
blas I y II, respectivamente.

Mortalidad: Como en todos los grupos, se estudia-
ron cinco animales. Tan sélo fallecieron dos, de los
cuales uno murid a las veinticuatro horas y otro a las
cuarenta y ocho horas.

Grupo II: Esplenectomia total. De los 20 animales
sobrevivieron a los noventa dias 19 de ellos, murien-
do uno en el postoperatorio inmediato. Los resulta-
dos obtenidos en este grupo se muestran en las tablas
My IV.

Mortalidad: Durante los quince dias del perfodo de
observacion tras la inoculacién de los cinco animales
no fallecié ninguno.

Tabla I

Grupo I
Hemocultivos a los 10 minutos

Animal UFC/ml

30

1.560
230

Hemocuitivos positivos = § (57,14 %),
Hemocultives negativos = 6 (42,85 5).
Media aritmética = 2.407,85. Desviacidn cstandar = 7.959,4734.
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Tabla II
Grupo 1
Hemocultivos a los 120 minutos
Animal UFC/ml
5.840
10
1.01%
80
8.520
1.240
Hemocultivos positivos = 6 (60 %)
Hemocultivos negativos = 4 {40 97).
Media aritmética = 2.783,33, Desviacion estandar = 3.543,40.
Tabla I1f
Gropo II
Hemocultivos a los 10 minutos
Animal UFC/mi
3.120
120
19.520
20
13.560
[30
800

Hemocultivos posiiives = 14 (73,68 %).
Hemoaocultivos negativos = 5 (26,31 %),
Media aritmética = 1.977,36. Desviacion cstindar = 5.275,92

Grupo HI: Autoinjerto esplénico. En la presente se-
rie, de los 20 animales intervenidos y utilizados para
el estudio microbloldgico, sobrevivieron a los noven-
ta dias 15 de ellos. Las cinco muertes acaecidas apa-
recieron: tres en el postoperatorio inmediato y dos
posteriormente, por causa no aclarada. De los 15 res-
tantes, tres fallecieron por accidentes anestésicos cn
la obtencion de muestras v dos en el intento de ex-
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Tabla IV

Grupo 11
Hemocultivos a los 120 minutos

Animal UFC/mi

Hemocultivos positivos = 14 {73,68 %).
Hemocultivos negativos = 5 (26,31 %).
Media aritmética = 3.871,05 Desviacién estindar = 7,769,30.

Tabla V

Grupo 11T
Hemocultivos a los 10 minutos

Animal UFC/ml

Hemocultivos posiiives = § (80 %).
Hemocultivos nepativos = 2 (20 %),
Media arftmética = 1,018,00. Desviacidn estandar = 1.434,38.

traer el primer hemocultivo, sin conseguirlo. Los re-
sultados obtenidos se muestran en las tablas V y VI,
Mortalidad: Como en todos los grupos, se estudia-
ron cinco animales. Tan solo fallecié uno a las vein-
ticuatro horas de la inoculacion del E. coli.
Resuitados estadisticos: Se han comparado los re-
sultados obtenidos mediante un estudio del andlisis
de la varianza y determinado su nivel de significacion.
Para ninguno de los dos parametros estudiados se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas.
Asimismo se ha realizado un estudio de correlacion

Tabla Y1
Grupo I
Hemocultivos a los 124 minutos
Animal UFC/ml
1 1.050
2. 1.760
3. 1.800
4. 10
5. 4,180
6.... 50
7. 150
8. 2.620
9. 3.100
10 12.320

Hemocultivos positivos = 10 (100 $5).
Media aritmética = 2.704,00. Desviacién estandar = 3.652,67.

de rangos de Spearmann para variables apareadas en-
tre los resultados de ambos hemocultivos. En ningin
caso se halld relacién estadisticamente significativa.

Discusion

Existe una tendencia cada vez mayor en la practica
quirirgica a preservar, dentro de lo posible, tejido es-
plénico cuando por las circunstancias patologicas que
concurran sea necesario efectuar algln tipo de ciru-
gia sobre el bazo, va que es aceptado por la gran ma-
yoria de los autores el efecto beneficioso de dicha con-
servacion como profilaxis de la sepsis postesplenecto-
mia desde su descripeién inicial en 19527,

La capacidad de log autoinjertos de bazo para re-
generarse en el abdomen de animales de laboratorio
fue observada hace sesenta afios por Manley y Mari-
né’. Poco mas tarde, en 1930, se demostrd que los
trasplantes eran funcionantes?. Para su realizacion
existen cuatro técnicas fundamentales: implante en la
pared abdeminal o en una bolsa de epipldn, inyeccion
intraportal o intrahepatica®®.

La implantacion de tejido esplénico en la pared ab-
dominal, habitualmente a nivel de la vaina de los rec-
tos, tiene menor poiencial de crecimiento que los in-
jertos en cavidad peritoneal; sin embargo, presenta
una serie de ventajas, como son la facil demostracién
gammagrafica y un sencillo acceso quirargico® '°,

La segunda modailidad de injerto, en bolsa de
omento, ha demostrado tener mayor viabilidad y un
mejor crecimiento que los intraparietales!™%, Ha sido
referido también un buen resultado realizando los
trasplantes en la fosa esplénica, aunque no se han
mostrado mejores desde ¢l punto de vista estadistico
que los realizados con el clasico envoltorio de omen-
to ',

Tanto la inyeccidén intraportal como la intrahepa-
tica han sido indtiles como medio de conservacion de

Jol
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la funcion esplénica en la mayoria de los trabajos de
investigacion realizados, siendo sobre todo la hepati-
ca la que mas fracasos ha conllevado® %17,

Por todos estos motivos elegimos para el autotras-

plante la utilizacion de un envoltorio de omento.

Entre los agentes productores de sepsis fulminante
postesplenectomia destaca el Streptococcus premio-
niae, el cual se considera el responsable del 50 % de
los cuadros sépticos postesplenectomia'®’®, Sin em-
bargo, aunque el Escherichin coli es citado en la lite-
ratura como microorganismo causante de estos cua-
dros y siendo un germen muy comtin en la practica
clinica, se ha estudiado escasamente desde €l punto
de vista experimental ™.

El andlisis de los hemocultivos practicados a los
diez minutos fue realizado desde dos perspectivas:
cualitativa y cuantitativa. Desde el punto de vista cua-
litativo, es decir, analizando exclusivamente la exis-
tencia o ausencia de microorganismos circulantes, lla-
ma la atencidn que el grupo I (animales normales) pre-
sentaba un mayor porcentaje de hemocultivos nega-
tivos (42,85 %) que los del grupo IT (anesplénicos)
(26,31 %) ¥ los autotrasplantados (20 %).

Al haber realizado cultivos utilizando tripticasa de
soja-agar pudimos obtener resultados cuantitativos y
someter dichos datos a un estudio estadistico que no
mostré diferencias significativas entre las tres series.

La integridad del bazo en el animal puede tener al-
guna influencia en la presencia de una bacteriemia a
los diez minutos de la inoculacién, encontrandose ma-
yor numero de casos de hemocultivos negativos en el
grupo control si se compara con las restantes series.
Sin embargo, una vez que aparecen gérmenes en san-
gre circulante, la concentracién de los mismos no se
ve afectada por la presencia de autoinjertos.

A las dos horas de realizada la inoculacion bacte-
riana, los cultivos sanguineos presentaban una clara
diferencia entre los animales normales v los anesplé-
nicos, ya que entre los primeros habia un 40 9 de ne-
gativos, frente a un 26,31 % en los segundos. Los au-
totrasplantados tuvieron hemocultivos positivos en el
100 % de los casos. Por otra parte, el estudio cuanti-
tativo no arrojo diferencias significativas.

Los hemocultivos a los ciento veinte minutos con-
firman la idea de que la presencia del bazo de manera
integra preserva de algiin modoe al animal ante el de-
safio con Escherichia cofi. Sin embargo, los autoin-
Jjertos fueron ineficaces frente a la inoculacidn bacte-
riana,

Al confrontar con el método estadistico de Spear-
mann los resultados de los hemocultivos a los diez y
ciento veinte minutos no se encontrd correlacion sig-
nificativa en ninguno de los grupos.

Los resultados acerca de la mortalidad en cada uno
de los grupos muestran datos discordantes y, sin lu-
gar a dudas, no relacionados con el método quirargi-
co empleado.
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Nuestros resultados con Escherichia coli son con-
tradictorios con los publicados por Cooney y cols
quienes trabajaron con Streptococcus preumonice
Qué duda cabe que existen muchas diferencias entre
ambos microorganismos, pero elegimos para realizar
nuestro estudio un germen con cipsula, factor tras-
cendental para la aparicién de un cuadro fulminante
tras esplenectomia. Ademas, como ya hemos indica-
do, dicho germen ha sido referido como causanie en
clinica del cuadro que nos ocupa.

Otros factores inmunolédgicos pueden permanecer
al conservar el bazo de forma autoinjertada®, pero
ante los resultados obtenidos podemos afirmar que el
trasplante ne proporciona defensa aumentando el
aclaramiento bacteriano de Escherichia coli, factor
considerado como el arbitro fundamental en la sepsis
siderante postesplencctomia?.

Podemos concluir, pues, que ios autoinjertos esplé-
ICOS NO son, en absoluto eficaces para combatir una
sepsis en ammales previamente esplenectomizados, al
menos ante el Escherichia coli.

Bibliografia

1. KwaG, H., y SHUMACKER, H.: «Splenic studies. 1. Susceptibi-
lity to infection after sp]cnectomy performed i i infancy», Ann.
Surg., 136:239-247, 1952,

2, Erusson, E., ¥ FABRI P.: «Complicaciones de la esplenecto-
mian. Chin. Q Nort., 6:1307- 1323, 1983,

3. BITTER-SUERMANN, H,, ¥ SHEVACH E.: «Induction of trans-
plantation tolerance in Guinea pigs by spleen allografts. 1.
Operative techniques and clinical resultatsy. Transplaniation,
33:45-51, 1982.

4. CooNEY, D.; SWANSON, S., y DEARTH, J.: «Heterotopic sple-
nic autotransplantation in prevention of overwhelming post-
splenectomy infection». J. Pediar. Surg., 14:336-339, 1979.

5. FLEMING, C.; DicksowN, E., y HArRISON; E.: «Splenosis: au-
totransplantation of splenic tissue». Am. J. Med., 61:414-419,
1976.

6, GAMMIL, S., ¥ VANCRAIG, H.: «Splenosis, antotransplantation
of splenic tissue following trauman. JAMA, 208:1387-1390,
1969,

7. LivaDiTIS, A., y SANDBERG, G.: «Splenic antotransplantation:
an experimental study»s. Kinderchir. Grenzgeb., 29:148-157,
1980.

8. Rausis, C.; Joris, F.; LAZAREWSKL, P., y ROUVINEZ, S.: «Au-
toimplantation péritoneale de tissu splenique chez le rat irra-
dies, Helv. Chir. Acia, 46:231-234, 1573,

9. GROSFELD, J., y MALANGONI, M.: «Blunt splenic trauma: A
reassesment of surgical therapy based on laboratory and cli-
nical observations»s. Ann. Surg., 114:449-453, 1979,

10. GARCIA-VALDECASAS, J.; Uroz, J.; AsTuDILLO, E.; FERNAN-
DEZ-CRUZ, L., y MORALES, L.: «Métodos quirirgicos para la
conservacion de la funcién esplénican. Rev. Quir. Eip.,
9:277-288, 1982.

1. WerBiN, N,, ¥ LopHa, K.: «Malign effects of splenectomy.
The place of conservative treatments. Postgrad. Med. J.
58:65-69, 1982,

12, Lau, J, y ONG, G.: «Experimental splenosis: A comparative
study in ratsy, Aust. N, Z, J. Swrg., 52:210-215, 1982.

13. VEeicek, F.; Kucaczewskl, J., y JONGCO, B.: «Function of the
replanted spleen in dogs». J. Trauma, 22:502-506, 1982.

14. HOLSCHNEIDER, A.; DAUMLING, S.; STRASSER, B., vy BELOH-




RADSKY, B.: «Experience with heterotopic autotransplanted
splenic tissue in children». Kinderchir., 35:145-152, 1982.
MARTINEZ, F.; MARTINEZ, M.; AGUILELLA, V.; INGELMO, A.;
CasTIELLA, T.; PARRA, P, v GoNzZALEZ, M.: «Consideracio-
nes macro y migroscdpicas sobre diversas téenicas de cirugia
conservadora esplénica experimentals, Cir. Esp., 2:261-267,
1988.

Ricg, H., y JaMEs, P.: «Ectopic splenic tissue failed to pre-
vent fatal pneumococcal septicemia after splenectomy for
traumar. Larncet, 15:565-566, 1980,

0axes, D.; FroeHLICH, J., y CHARTERS, A.; «Intraportal sple-
nic autotransplantation in rats: feasibility and effectiveness».
J. Surg. Res., 32:7-14, 1982.

20.

21,

Autoinjertos esplénicos. Su influencia en
la prevencién de sepsis postesplenectomia
por Escherichia coli

L. C. Capitan Morales y cols.

FRANCKE, E., y NEw, I.: «Postsplenectomy infection». Surg.
Clin. North. Am., 61:135-155, 1981,

ScHER, K.; Wroczonskl, F,, v CorL, J.; «The effect of sple-
nectomy on Gram negative bacteremia». Hosp. Preg., 63
407-409, 1982,

Coongy, D.; DEARTH, J.; SwaNsoN, S.; DEwANJEE, M., y TE-
LANDER, R.; «Relative merits of partial splenectomy, splenic
reimplantation, and inmunization in preventing postsplenec-
tomy infection». Surg., 86:561-569, 1979.

MAaRTINEZ, F.; MARTINEZ, M.; AGUILELLA, V.; GOGMEZ, F.; In-
GELMO, A,, y GONZALEZ, M.: «Valoracion inmunolédgica de di-
verso§ autotrasplantes esplénicos experimentalesy. Cir. Esp.,
1:40-44, 1988.

363




