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Resumen

Objetivo. Analizar la relacion entre el politraumatismo y la
translocacion bacteriana en un modelo experimental.

Material y métodos. Se ha utilizado 132 ratones Balb/c de 8 a
12 semanas de vida, siendo traumatizados mediante el Apara-
to Generador de Politraumatismo, con una mortalidad previs-
ta del 20%. Se ha determinado la translocacion bacteriana a
las 0, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 h tras la agresion. Se ha analizado
mediante test exacto de Fisher.

Resultados. La translocacién global en el grupo control fue
del 14,3%; la translocacion en el grupo politraumatizado
fue del 70% (p < 0,00001). Con un intervalo de confianza del
95%, el nimero de colonias por gramo de ganglio linfatico fue
de 1 a 3.6 en el grupo control y entre 20,7 y 127,7 en el grupo
traumatizado. Las diferencias entre el grupo control y el trau-
matizado a los intervalos de tiempo descritos son significativas
alas8h (p=0,01), 12 h (p = 0,041), 24 h (p = 0,041) y a las 72
h (p = 0,041), segiin test exacto de Fisher.

Conclusion. Existe una translocacién bacteriana precoz tras
un politraumatismo experimental. Creemos que esta translo-
cacion puede actuar como un importante activador del fallo
multiorganico tras el politraumatismo.
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(Cir Esp 2001; 69: 353-357)

FEVIDENCE OF BACTERIAL TRANSLOCATION IN AN
EXPERIMENTAL MODEL OF MULTIPLE TRAUMA

Introduction. To analyze the relationship between multiple
trauma and bacterial translocation in an experimental model.

Material and methods. Injuries were induced in 132 Balb/c
rats, aged 8-12 weeks, using a multiple trauma generator. Ex-
pected mortality was 20%. Bacterial translocation was deter-
mined at 0, 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours following trauma. Fis-
her’s exact test was used in the statistical analysis.

Results. Overall translocation in the control group was
14.3%. Translocation in the group with multiple injuries was
70% (p < 0.00001). With a 95% CI of 95%, the number of co-
lonies per gram of lymph node was from 1 to 3.6 in the control
group and from 20.7 to 127.7 in the injured group. The diffe-
rences between the control and injured animals at the time in-
tervals described were significant at 8 hours (p = 0.01), 12
hours (p = 0.041), 24 hours (p = 0.041) and 72 hours (p =
0.041; Fisher’s exact test).

Conclusion. Bacterial translocation occurs early after expe-
rimental multiple trauma. We believe that this translocation
may be a significant trigger of multiple organ failure after
trauma.

Key words:

Introduccion

El fallo multiorgdnico constituye actualmente la principal cau-
sa de muerte del paciente politraumatizado una vez transcurridas
las primeras 24 h tras la agresion. Desde los afios ochenta se ha
investigado intensamente su fisiopatologfa, aceptindose hoy dia
que es la expresion final de un sindrome de respuesta inflamato-
ria sistémica que se ha exacerbado hasta extremos nocivos.

Desde la descripcion por Jacob Fine en las décadas de los
afios cincuenta-sesenta del papel de la translocacion bacteriana
en el shock que se produce tras un traumatismo, se ha desarro-
llado una ingente cantidad de estudios que han acabado conclu-
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yendo el papel primordial que ejerce el intestino tanto en el de-
sencadenamiento como en la progresion del sindrome de res-
puesta inflamatoria sistémica (SIRS) hasta el fallo multiorgdni-
co (FMO), asi como la definicion de translocacion bacteriana
como el paso de bacterias intestinales y sus productos a través
de una barrera intestinal anatmicamente intacta.

En el presente trabajo pretendemos analizar la relacion entre
el politraumatismo y la translocacion bacteriana basdndonos en
un modelo experimental' .

Material y métodos

Animales de experimentacion

Se han utilizado ratones Balb/c machos de 8 a 12 semanas de
vida, de pesos entre 20 y 32 g segtin el disefio experimental.
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TABLA 1. Animales, pesos y mortalidad

Nuamero de animales Peso inicial (g) Energia (J) Mortalidad
Control 0 h (C0) 8 29,9+2,7 0% (0/8)
Trauma 0 h (T0) 8 26,5+2,3 29,5+2,5 0% (0/8)
Control 4 h (C4) 8 26,0+2,7 0% (0/8)
Trauma 4 h (T4) 8 263+22 293+24 0% (0/8)
Control 8 h (C8) 8 263+19 0% (0/8)
Trauma 8 h (T8) 10 26,2 +34 29,1 +3.,8 20% (2/10)
Control 12 h (C12) 8 26,4 +2,4 0% (0/8)
Trauma 12 h (T12) 9 26,7+2,0 297422 11% (1/9)
Control 24 h (C24) 8 270+1,8 0% (0/8)
Trauma 24 h (T24) 11 26,7+25 29,7+£28 27% (3/11)
Control 48 h (C48) 8 278+1,8 0% (0/8)
Trauma 48 h (T48) 17 26,5 3,1 29,5+34 29% (5/17)
Control 72 h (C72) 8 275+2,1 0% (0/8)
Trauma 72 h (T72) 13 26,7+2,8 29,7 +£3,1 38% (5/13)

Los animales fueron mantenidos segin normas dictadas por la
CEE en la directiva del Consejo del 24 de noviembre de 1986
respecto a la proteccion de animales utilizados para la experi-
mentacion y otros objetivos cientificos (Diario Oficial de las
Comunidades Europeas 18/12/1986 n.° L358/1 a n.° L358/28).
En su manipulacion, se han seguido las normas sobre manejo de
animales de laboratorio recogidas en la directiva 86/609/CEE.
El método experimental de politraumatismo ha sido aprobado
por la Direcci6 General de Produccid i Industries Agroalimenta-
ries (Generalitat de Catalunya, Departament d’Agricultura, Ra-
maderia i Pesca, Servei de Ramaderia) con autorizacion del dia
25/7/1994 n.° 5367, segin normas dictadas por el Reial Decret
223/1988 de 14 de marzo.

Se precisaron 132 animales, 76 traumatizados y 56 controles.
Los animales traumatizados tuvieron una mortalidad del 21%
(16 ratones; IC del 95%, 12,5-31,9), quedando 60 animales va-
lidos en este grupo. La distribucién de los animales por grupos,
sus pesos iniciales, la energfa final recibida y la mortalidad en
cada grupo se detallan en la tabla 1.

Alimentacion

Los animales siguieron alimentacion oral, equilibrada en to-
dos los principios inmediatos (Panlab® tipo VAR-A-04). El ac-
ceso a la comida y al agua fue libre en todo momento. Se cal-
cula en unas 4 a 6 h el tiempo tras la anestesia en que los
animales son capaces de nuevo de alimentarse por si mismos si
no son traumatizados, y alrededor de 12 h tras un traumatismo.

Anestesia

Se us6 tiopental sédico a dosis de 60 mg/kg de peso, por via
intraperitoneal. La anestesia completa se consigue entre 6 y 10
min después de la administracién del farmaco y se valora como
efectiva al observarse la pérdida del reflejo que permite la recu-
peracion espontdnea de la posicién de dectibito prono por parte
del animal.

Generacion del politraumatismo

Se introduce a los animales por parejas dentro del AGP a
45 rpm, segiin la técnica descrita anteriormente'3, previa anes-
tesia general, y se someten a un traumatismo de 270 giros (6
min), aproximadamente unos 30 J de energia final (considerado

354

un trauma leve-moderado) y con una mortalidad prevista del
20%. Después del trauma son devueltos a sus jaulas con acceso
libre a la comida y la bebida. No fueron sometidos a ayuno
previo. En total se usaron 132 animales, 76 traumatizados y
56 como controles. La distribucion inicial de los animales tenfa
como objeto conseguir grupos homogéneos de ocho; no se in-
cluyeron aquellos que fallecieron por causas secundarias al
traumatismo.

Determinacion de la translocacion bacteriana

La obtencion de muestras se realizé con la ayuda de un mi-
croscopio 6ptico marca Topcon, modelo OMS 100 (Kogaku
Kikui, Japdn), realizdndose todo el procedimiento quirtirgico a
4 aumentos. En todo momento se ha trabajado en condiciones
de esterilidad y asepsia.

Al final del tiempo de experimentacion, y bajo anestesia ge-
neral, se efectud la puncién de sangre cardiaca y la extraccion
en condiciones de esterilidad, por este orden, del higado, el
bazo, el pulmén derecho y los ganglios linfaticos mesentéricos.
El procesado de los cultivos se realizaba inmediatamente des-
pués de la extraccion de las muestras.

Una vez obtenidas las muestras para cultivo, se introducian
en bolsas estériles especiales para su posterior homogeneizado
en Stomacher® (Seward Medical, Londres, Reino Unido). Se
dilufa a diferentes concentraciones de caldo de tripticasa antes
de ser homogenizadas a alta intensidad durante 8 min en el ho-
mogeneizador de paletas Stomacher 80® (Seward Medical,
Londres, Reino Unido).

Una vez homogeneizada la muestra, se cultivaron 100, 500 y
1000 pl de la misma en 3 placas de agar-sangre, en condiciones
aerébicas a 37 °C y durante 48 h. Se realiz6 tincion de Gram en
todas las muestras positivas. Se calcul el nimero de colonias
por gramo de tejido, realizdndose un promedio ponderado del
resultado de las tres placas de cultivo obtenidas.

Estadistica

Los datos de los cultivos bacterianos se analizaron como va-
riable cuantitativa, transformando los valores obtenidos en su
logaritmo neperiano para disminuir la variabilidad e intentar li-
nealizar la variable. Se efectuaron los tests de Kolmogorov y de
Shapiro-Wilks para asegurar que seguian una distribucién nor-
mal. Si no se cumplia este supuesto, se empled el test no para-
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Fig. 1. Evolucion del peso en el grupo control frente al grupo de anima-
les traumatizados.
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métrico de la U de Mann-Whitney para comparar grupos entre
si. La translocacion bacteriana se considerd variable dicotémi-
ca 'y como tal fue analizada con %’ o test exactos de Fisher si no
se cumplian las condiciones de aplicacion.

Resultados

La mortalidad del politraumatismo fue de un 21% (IC del 95%:
12,5-31,9) distribuida por grupos como se refleja en la tabla 1.

Se observé una caida del peso de los animales traumatizados,
que ya queda manifiesta a partir de las 8 h. La figura 1 recoge
la comparacién en la evolucion de los pesos de los grupos con-
troles respecto a los grupos traumatizados. En lo que respecta a
los grupos control, las diferencias de peso finales cuando se
comparan con las iniciales son sélo significativas a las 8 h
(p < 0,001; t de Student) y a las 24 h (p = 0,028; t de Student).
En cuanto a los grupos traumatizados, las diferencias son signi-
ficativas en todos los casos a partir de las 8 h con p = 0,004 (8
h), p = 0,002 (12 h), p = 0,003 (24 h), p < 0,001 (48 h) y p =
0,019 (72 h; t de Student en todos los casos).

En el grupo control la tasa de translocacion es del 14,3%
(8 de 56), mientras que en los grupos traumdticos es del 70%
(42 de 60). Esta diferencia es significativa con un valor de
p < 0,00001 (). El nimero de colonias por gramo de ganglio
linfatico tras un traumatismo oscila entre 20,7 y 127,7, mien-
tras que para el grupo control es de 1 a 3,6 (IC del 95% en am-
bos grupos), diferencia estadisticamente significativa.

La translocacién bacteriana fue analizada comparando los
grupos control y traumdtico para cada periodo de tiempo. Estos
resultados quedan reflejados en la figura 2, donde se recoge el
porcentaje de translocacion en cada periodo de tiempo. Se pue-
de observar que esta tasa para los controles se mantiene cons-
tante entre el 14 y el 28%. Para los grupos traumadticos se
observan variaciones entre el 50 y el 87,5%. Hay diferencias
significativas entre el grupo control y el traumdtico a las 8 h
(p=0,010), 12 h (p =0,041), 24 h (p =0,041) yalas 72 h
(p=0,041), segtn el test exacto de Fisher para ambos extremos
en todos los célculos, después de la anestesia o el traumatismo
segun el grupo (marcadas en la grafica con el signo #). A las 0
y 4 h se obtuvo un valor de p de 0,12 y a las 48 h de 0,16 (test
exacto de Fisher para ambos extremos en ambos casos).
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Fig. 2. Comparativa de la translocacion.
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Fig. 3. Colonias por gramo de tejido en funcion del tiempo.

El patrén de translocacién por 6rganos concuerda con el ori-
gen intestinal de las bacterias. En 24 de los 50 animales que
presentaron traslocacion, ésta se limité a los ganglios linfaticos
mesentéricos. Este modelo representa el 48% de los animales
translocados. El siguiente modelo en frecuencia es el cultivo
positivo en los ganglios linfaticos, el higado y el pulmén obte-
nido en § animales (16%). Sigue el modelo en que los animales
tienen cultivos positivos en los ganglios linfaticos mesentéricos
y el pulmén dnicamente (7 animales, 14%). Con menores fre-
cuencias se obtienen cultivos positivos en el pulmén exclusiva-
mente (5 animales, 10%); los ganglios, el pulmén, el higado y
el bazo (3 animales, 6%); finalmente, con un animal en cada
caso, el cultivo de pulmén y el higado, los ganglios y el higado,
e higado aislado (2% en cada caso).

El patrén tipico de translocacion en los animales control es
obtener el cultivo positivo Gnicamente en los ganglios linfati-
cos mesentéricos; este modelo se obtuvo en 7 de los 8 animales
que presentaron translocacion en los grupos control. En el otro
animal, considerado como translocacién positiva, se cultivd
tnicamente el pulmén (grupo CO). En el caso de los animales
traumatizados, el modelo predominante es también el de culti-
vo aislado de los ganglios (de hecho, es el més frecuente), con
17 animales de los 42 posibles.

El niimero de colonias por gramo de ganglio linfitico pre-
senta diferencias significativas a las 8§ h (p = 0,035), 24 h
(p=0,012) y 72 h (p = 0,007), segtin el test de Mann-Whitney
en todos los casos (fig. 3). A las 0 h, se obtuvo un valor de p de
0,2; a las 4 h de 0,179, a las 12 h de 0,128, y a las 48 h era
de 0,08. Sin embargo, aunque la estadistica no dé significacién
a los intervalos citados, la observacion de la gréfica evidencié
una tendencia clara.

No hay un germen predominante en los cultivos. En general,
se obtienen bacterias de origen intestinal, entre las que predo-
minan sobre todo los bacilos gramnegativos de tipo no fermen-
tador (80% de los cultivos positivos). Los siguientes mds fre-
cuentes son bacilos grampositivos del tipo Corynebacteria
(55% de los cultivos positivos), y ya con menor frecuencia se
obtienen cocos grampositivos de tipo Streptococcus 'y Staphy-
lococcus (30% de los cultivos positivos). Lo mds frecuente es
que los cultivos sean multibacterianos (83%), y si se encontra-
ba un cultivo monobacteriano era de bacilos gramnegativos
(17%).

356

Discusion

Con el reconocimiento de que el FMO es un proceso sistémi-
co con alteraciones fisioldgicas similares a las de la sepsis, se
ha propuesto la idea de que es el resultado y la expresion de un
foco séptico oculto. Sin embargo, en un 30% de los casos de
pacientes que murieron por FMO, y con cultivos positivos en
sangre, no se encontrd el origen de la sepsis*. Estas observacio-
nes clinicas y un gran nimero de estudios experimentales indi-
can que el intestino puede ser el reservorio de la bacteriemia
sistémica, la endotoxemia o ambas, que se evidencian en enfer-
mos criticos, y es lo que ha motivado a algunos autores a lla-
mar al intestino el “motor del FMO™; de hecho, algunos auto-
res afirman que el tracto gastrointestinal ejerce un papel
preponderante en la patogenia del FMO tras una agresion®. Sin
embargo, y a pesar de la extensa investigacion en este sentido,
todavia no hay estudios clinicos o experimentales que demues-
tren de una manera irrefutable esta hipétesis.

El objetivo de nuestro trabajo ha sido intentar determinar
mediante un modelo experimental si existe translocacion bacte-
riana asociada a un politraumatismo. Hemos demostrado clara-
mente que tras el politraumatismo existe una translocacion bac-
teriana que oscila entre el 60 y el 90% de los animales, incluso
en traumatismos moderados. La activacién de la cascada in-
flamatoria se desencadena independientemente de la especie
translocada, motivo por el cual no hemos insistido en la deter-
minacién concreta de la especie cultivada, limitdndonos a su
clasificacion segin su tincién de Gram. De hecho, en la mayo-
rfa de los trabajos publicados en los tdltimos 3 afios la translo-
cacién se convierte en una variable cualitativa dicotémica de
tipo “si/no”; algin autor incluso afirma taxativamente que la
especie translocada es lo de menos’. En cualquier caso, la acti-
vacion del sistema inflamatorio viene determinada por el sim-
ple contacto con un germen exdgeno, sea éste cual sea. Expe-
rimentos preliminares nos demostraron que la flora que
obtenfamos en la translocacion era similar a la de la bibliogra-
fia consultada.

El hallazgo més llamativo es la precocidad de la transloca-
cién bacteriana tras el traumatismo. En el tiempo 0, que en la
practica oscilaba entre 20 y 30 min, un 62,5% de los animales
traumatizados presentaban cultivos positivos, la mayor parte en
los ganglios linféticos. Uno de los pocos trabajos en la biblio-
grafia disefiados para determinar la secuencia de acontecimien-
tos y el momento de su aparicién en un modelo de shock he-
morrdgico es el de Jiang et al®, donde también demuestran una
translocacion precoz, que ellos sitian a los 30 min de la hipo-
tension. Al igual que nuestros hallazgos macroscdpicos, en el
trabajo de Jiang et al los tramos de intestino mds dafiados pare-
cen ser yeyuno e ileon, hecho que concuerda con otros estudios
donde demuestran que los lugares de mds translocacién y me-
nor capacidad defensiva del organismo se sitdan en los prime-
ros tramos del tracto intestinal’. Modelos de quemaduras tam-
bién han conseguido demostrar una translocacién a las 2 h de la
agresion térmica'”.

Nos sorprende que en el tiempo 0 del estudio (aproximada-
mente unos 30 min reales) ya obtengamos cultivos positivos en
el pulmon y el higado, lo cual demuestra que no sdlo la translo-
cacion es un hecho precoz tras la agresion, sino que la disemi-
nacién bacteriana hacia el torrente linftico y sanguineo es
también muy precoz. Algunos autores, como Redan'', demos-
traron en su trabajo que es posible esta deteccion tan precoz en
el pulmén y el higado. Que no se obtengan cifras significativas
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estadisticamente en los tiempos 4 y 48 en lo que respecta a la
translocacion global y en los tiempos 4, 12 y 48 en el cultivo de
ganglios linfaticos no se debe a que no exista una diferencia
clara, sino al sesgo que se produce al no analizar el 20% de
animales que no sobreviven. Creemos que dichos animales pre-
sentarfan una clara translocacién bacteriana si pudieran ser
analizados adecuadamente.

Queda por esclarecer la significacion clinica de la transloca-
cién que hemos detectado, y desde luego, si este resultado es
extrapolable a humanos. El hecho es que existe un consenso en
que la translocacion bacteriana conlleva una activacion del sis-
tema inflamatorio y éste puede desencadenar el FMO>!2, hecho
que confirmamos con nuestra experiencia.
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