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Resumen

Introduccion. El objetivo de nuestro trabajo es es-
tudiar el aclaramiento bacteriano en el trasplante es-
plénico cervical en ratas segun nuestro modelo expe-
rimental.

Material y método. Distribucion aleatoria de 100 ra-
tas isogénicas tipo Lewis en 4 grupos: grupo control
con laparotomia y preservacion del bazo, grupo de
esplenectomia, grupo de autotrasplante esplénico y
grupo de trasplante esplénico heterotopico vasculari-
zado en la region cervical. Se realizé un estudio del
aclaramiento bacteriano mediante la determinacion
del numero de colonias/ml de sangre tras infeccion
por nheumococos en una dosis de 1 x 107.

Resultados. El grupo de trasplante esplénico pre-
senta un efecto protector frente a la bacteriemia su-
perior al de autotrasplante y esplenectomia; aunque
inferior al de control. Estas diferencias son estadisti-
camente significativas (p < 0,05).

Conclusiones. Nuestro modelo experimental de
trasplante esplénico cervical en ratas consigue, en el
aclaramiento bacteriano, valores préximos a la nor-
malidad y superiores a los del autotrasplante espléni-
co.

Palabras clave: Trasplante esplénico. Aclaramiento bac-
teriano. Neumococo.

BACTERIAL CLEARANCE IN RATS AFTER CERVICAL
SPLEEN TRANSPLANTATION

Introduction. The aim of this study was to analyze
bacterial clearance in rats after cervical spleen trans-
plantation using our experimental model.

Material and method. One hundred isogenic Lewis
rats were randomly distributed into four groups: con-
trol group with laparotomy and spleen preservation,
splenectomy group, spleen autotransplantation group,
and heterotopic spleen transplant group. Bacterial cle-
arance was assessed by determination of the number
of colonies per ml of blood after pneumococcus infec-
tion (1 x 107).

Results. The spleen transplantation group presen-
ted a higher protective effect against bacteremia than
the autotransplant and splenectomy groups, alt-
hough this effect was lower than in controls. The dif-
ferences were statistically significant (p < 0.05).

Conclusions. Our experimental model of cervical
spleen transplantation in rats maintains bacterial cle-
arance at values that are close to normal levels and
are higher than those obtained with spleen autotrans-
plantation.

Key words: Splenic transplantation. Bacterial clearance.
Pneumococcus.

Introduccion

El primer modelo experimental de trasplante esplénico
experimental en ratas fue descrito por Lee y Orloff' y
Coburn2 en 1969. Este modelo consiste en la realizacion
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de una anastomosis vascular T-L en el segmento de la
arteria aorta y la vena porta del donante con la arteria
aorta y vena cava del receptor.

La region cervical fue utilizada por primera vez en ciru-
gia experimental del trasplante cardiaco por Heron en
19713, Olausson et al y otros autores propusieron un mo-
delo experimental de trasplante esplénico en la region
cervical utilizando una técnica sin sutura, es decir, me-
diante el uso de una prétesis endoluminal en la anasto-
mosis vascular*”. Nuestro grupo de trabajo ha publicado
los buenos resultados obtenidos con la tutorizacion tem-
poral de la anastomosis venosa, introducida como va-
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riante técnica en nuestro modelo experimental de tras-
plante esplénico®.

La posibilidad de complicaciones graves en pacientes
esplenectomizados justifico, en la década de los seten-
ta, el desarrollo de la cirugia conservadora del bazo®"'.
Las diferentes opciones terapéuticas con la intencién de
preservacién del bazo, como la esplenectomia parcial o
incluso el autotrasplante esplénico, abrieron la puerta a
la esperanza'S. Sin embargo, la publicacion de compli-
caciones graves infecciosas tras el autotrasplante esplé-
nico en clinica humana'®' y en trabajos con animales
de experimentacion'®'® ha puesto de manifiesto el posi-
ble déficit en la funcién inmunolégica del bazo autotras-
plantado.

La necesidad de esplenectomia en algunas enferme-
dades hematoldgicas, cirugia oncoldgica y cirugia trau-
matica, y la posible aparicién de complicaciones graves
en pacientes esplenectomizados tras la alteracion de la
funcién inmunolégica justifican el interés de los trabajos
sobre el trasplante esplénico experimental y su posible
desarrollo y aplicacion en clinica humana. De hecho, en
la literatura médica se han publicado recientemente los
buenos resultados del trasplante esplénico en clinica hu-
mana y su aplicacion en enfermedades hematologicas,
como la hemofilia A2-2,

Uno de los dos puntos mas importantes para determi-
nar la respuesta inmunolégica en el modelo experimental
es la determinacion del aclaramiento bacteriano. Este
consiste en realizar el montaje del nimero de colonias
formadas/ml de sangre después de provocar una infec-
cién en el animal de experimentacion.

Existen numerosos trabajos de autotrasplante espléni-
co donde se comparan los resultados del aclaramiento
bacteriano con un grupo control y un grupo de esplenec-
tomia parcial o total. Sin embargo, ningun trabajo experi-
mental de trasplante esplénico publicado realiza el acla-
ramiento bacteriano para determinar la funcionalidad
inmunolégica del bazo trasplantado.

Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un modelo
experimental con el objetivo de estudiar la determina-
cion del aclaramiento bacteriano en el trasplante esplé-
nico cervical en ratas. Nuestro trabajo consiste en estu-
diar la viabilidad del trasplante esplénico en la region
cervical y la determinacién del aclaramiento bacteriano
de neumococos en comparacion con un grupo control,
un grupo de ratas esplenectomizadas y un grupo de au-
totrasplante.

El estudio ha sido realizado con la autorizaciéon de
la Comision de Experimentacion Animal de nuestro cen-
tro.

Material y método

Para el estudio se han utilizado 100 ratas tipo Lewis (LETICA S.A.)
de la misma linea genética (isogénicas, LEW/R]) y consanguineas de
10 semanas de edad, con un peso medio de 250 * 50 g. Fueron distri-
buidas aleatoriamente en 4 grupos de 25 ratas cada uno: a) grupo con-
trol, en el que se realizé laparotomia con preservacion integra del bazo
(sham operated); b) grupo de ratas esplenectomizadas; c) grupo de ra-
tas aurotrasplantadas segun la técnica del pouch en el epiplén mayor,
mediante la seccién de la pieza en cortes transversales para conseguir
tres fragmentos de 2-3 mm de espesor y un peso aproximado de 70 mg
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(60-80 mg), y d) grupo de ratas trasplantadas segun un nuevo modelo
experimental de trasplante esplénico en la regién cervical.

En nuestro modelo de trasplante esplénico cervical se realiza la pre-
paracion del donante segin el modelo de Bitter-Sheurmann?. Se llevé
a cabo la preparacion del receptor mediante esplenectomia y cervicoto-
mia para la diseccion de la arteria caroétida y vena yugular externa. A
continuacién se procedié a la anastomosis terminolateral del cuff de
aorta del donante con la carétida del receptor mediante sutura continua
(Ethicon 10/0) y a la anastomosis venosa tutorizada terminoterminal del
cuffde la vena porta del donante con la vena yugular externa del recep-
tor mediante la utilizacion del catéter endoluminal; se realizé una sutura
continua (Ethicon 10/0) y se retir6 parcialmente el catéter. Tras la inyec-
cién de suero salino se comprob¢ la estanqueidad de la anastomosis y
su permeabilidad.

Para el estudio y la determinacion del aclaramiento bacteriano se
procedio, después de la extraccién de sangre, a la inoculacién por via
peritoneal de 1 x 107 neumococos (Streptococcus pneumoniae tipo 3
del Centro Nacional de Virologia e Inmunologia Sanitaria de
Majadahonda, Madrid) a cada rata. La determinacion del nimero de
bacterias a inocular se establece segun el método de turbidez de
McFarland:

1. Extraccion de 0,2 ml de sangre periférica a los 30, 60, 120 y 180
min de la inoculacién de neumococos.

2. Siembra en 4 placas de agar-sangre por cada rata en funcion del
tiempo transcurrido tras la inoculacién.

3. Cultivo de las colonias en estufa de CO,.

4. Lectura del resultado a las 48 h mediante el recuento del nimero
total de colonias por placa.

Para conseguir los objetivos planteados y la comprobacion de las hi-
potesis del estudio se han empleado los siguientes métodos estadisti-
cos: comprobacién de las variables cualitativas mediante la prueba de
la %2y la prueba exacta de Fisher. Para las comprobaciones entre varia-
bles cuantitativas entre grupos se ha empleado el test de la t de
Student y el andlisis de la varianza (ANOVA), realizando la estimacion
del intervalo de confianza (IC) del 95% de las diferencias. También se
han empleado pruebas no paramétricas para realizar estas compara-
ciones. Para el estudio de correlacién se han empleado modelos de re-
gresion lineal simple y multiple.

El estudio estadistico se ha efectuado con el programa SPSS 7.5
para Windows. Todas las pruebas se han considerado bilaterales y el ni-
vel de significacion se ha establecido en 0,05.

Resultados

El numero de complicaciones relacionadas con la téc-
nica quirlrgica del trasplante esplénico experimental se-
gun nuestro nuevo modelo experimental ha sido del 8%
(2/25): un caso de hemorragia y un caso de trombosis. La
comprobacion de éstas se ha realizado mediante autop-
sia en el postoperatorio inmediato de las ratas afectadas.
El tiempo quirlrgico total de trasplante en nuestro trabajo
ha sido de 80 = 10 min.

En el aclaramiento bacteriano, a los 30 min el resulta-
do del valor medio del recuento en el grupo control es
de 97 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml de
sangre; en el grupo de esplenectomia, el valor medio es
de 311 UFC/ml; en el grupo de autotrasplante, el valor
es de 243 UFC/ml y en el grupo de trasplante de 169
UFC/ml. A los 60 min, el recuento alcanza los valores
méaximos. A los 120 min, el aclaramiento presenta el
mismo orden de resultados entre los grupos de estudio
(tabla 1).

En este diagrama de cajas (fig. 1) podemos observar
que, a los 30 min, el valor medio del ndmero de colo-
nias/ml de sangre en el grupo control presenta el valor
mas bajo (< 100 UFC/ml). Le siguen, en orden de fre-
cuencia, los grupos de trasplante, autotrasplante y esple-
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TABLA 1. Calculo de la media, valor maximo y minimo del numero de colonias por ml de sangre (UFC/ml) a los 30, 60, 120 y 180 min,

en los grupos de estudio

Recuento Media Minimo Maximo Error tipico de la media
A. Control
AC30 25 97,80 60 185 5,63
AC60 25 155,60 85 425 13,43
AC120 25 26,20 10 140 4,97
AC180 25 12,80 5 45 1,85
B. Esplenectomia
AC30 25 311,60 170 420 13,82
AC60 25 610,00 325 945 33,68
AC120 25 329,80 110 555 26,21
AC180 25 103,60 55 210 741
C. Autotrasplante
AC30 25 243,60 55 450 20,29
AC60 25 436,80 225 725 25,76
AC120 25 240,80 110 450 18,26
AC180 25 74,20 15 125 6,84
D. Trasplante
AC30 25 169,00 75 260 11,05
AC60 25 329,80 165 480 18,12
AC120 25 152,80 35 310 13,16
AC180 25 35,60 10 55 2,73
nectomia. Este Ultimo presenta una media superior a 300
UFC/ml. A los 60 min, los valores alcanzan los mayores 700
resultados en los 4 grupos de estudio. A los 180 min, los
grupos de estudio presentan los valores de UFC/ml mas = 6007
bajos. En general, el grupo control presenta los valores T 5004
medios mas bajos en las 4 unidades de tiempo estudia- 2
das. Le sigue, en orden, los grupos de trasplante y auto- o 4007
it O 8
t2rasplante y, por ultimo, el grupo de esplenectomia (fig. o 3001
) 2
S 200
P4
. . 1001
Discusion
0 T T T T T T
El trasplante esplénico experimental en ratas supone 0 30 60 90 120 150 180 210
un reto para el cirujano debido a la dificultad de la técnica Tiempo
quirdrgica y al alto porcentaje de complicaciones: hemo- —/\- Control-®- Esplenectomia
rragias y trombosis®2. La dificultad técnica esté condi- -@- Autotrasplante - Trasplante
cionada por el pequeno calibre de los vasos a anastomo-
sar y la facilidad de colapso de las paredes venosas,

debido a su falta de rigidez. Estas caracteristicas han
dado lugar a la aparicién de diferentes técnicas quirtrgi-
cas. La region cervical fue utilizada por primera vez por
Heron en 1971 para la realizacion de un trasplante car-
diaco.

En nuestro trabajo, el nimero de complicaciones rela-
cionadas con la técnica quirlrgica, es decir, incidencia de
trombosis y hemorragias, ha sido inferior al de los mode-
los experimentales clasicos'2. Hemos tenido un fallo por
hemorragia y un fallo por trombosis (8% de complicacio-
nes), es decir, un buen resultado en comparacion con el
resto de las publicaciones, que presentan una incidencia
superior (10-30%) de complicaciones? . Ademas, el
tiempo quirtrgico total de trasplante en nuestro trabajo
ha sido inferior (80 + 10 min) a la media de los modelos
que utilizan la cavidad abdominal (90-110 = 10 min), de-
bido a la utilizacién del tutor endoluminal y a la realiza-
cién de suturas continuas en las microanastomosis ve-
nosa y arterial. Esta disminucién media de 20 min conse-
guida es importante, debido al menor tiempo de isquemia
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Fig. 1. Diagrama de cajas del aclaramiento bacteriano (n.° colo-
nias/ul) en los grupos de estudio, en funcion del tiempo.

del bazo a trasplantar. En resumen, nuestro modelo ex-
perimental basado en la utilizacion de la region cervical y
la microanastomosis venosa tutorizada consigue dismi-
nuir el tiempo quirdrgico respecto a la técnica clasica de
trasplante esplénico en la cavidad abdominal, reducir el
nimero de complicaciones y simplificar la técnica quirdr-
gica al utilizar el tutor endoluminal en la microanastomo-
sis venosa®.

Al analizar la lectura de los resultados obtenidos en el
aclaramiento bacteriano, observamos que el mayor nu-
mero de colonias por tiempo corresponde a los 60 min en
los 4 grupos de estudio, y el menor nimero de colonias a
los 180 min, también en todos los grupos. Estos resulta-
dos obtenidos son comunes a los del resto de los traba-
jos, debido a que el tiempo minimo necesario de la res-
puesta inmunoldgica frente a las infecciones se inicia a
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Fig. 2. Cinética del aclaramiento
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los 60 min; el aclaramiento es mayor cuanto mas tiempo
transcurre desde la inoculacion.

El tiempo méaximo de recuento esta limitado a los 180
min debido a que, a partir de las 3 h, las diferencias en el
recuento del nimero de colonias es escaso en los 4 gru-
pos, sin que existan diferencias en la curva de aclara-
miento bacteriano en los minutos siguientes. Los estu-
dios obtienen resultados utilizando diferentes unidades
de tiempo, aunque ninguno realiza recuentos después de
los 240 min por el motivo ya comentado. Realizar recuen-
tos con unidades de tiempo mas breves no esta justifica-
do, por la ausencia de resultados que puedan variar la ci-
nética de la curva de aclaramiento bacteriano.

La curva del aclaramiento bacteriano segun el nimero
de colonias formadas por unidad de tiempo presenta los
mejores resultados en el grupo control, seguido de los
grupos de trasplante, autotrasplante y esplenectomia.
Los resultados obtenidos en los trabajos publicados son
muy diversos. Existen trabajos donde no hay diferencias
en el aclaramiento bacteriano entre el grupo de esple-
nectomia y el grupo de autotrasplante®®3; sin embargo,
en otros trabajos, el autotrasplante si presenta efecto
protector®*%. Sélo los trabajos de Patel y Scher presen-
tan diferencias estadisticamente significativas a favor del
grupo de autotrasplante. En conclusion, en nuestro estu-
dio, el trasplante esplénico determina un efecto protector
en el aclaramiento bacteriano superior al grupo de auto-
trasplante y esplenectomia, aunque inferior al grupo con-
trol. Estos resultados presentan diferencias estadistica-
mente significativas entre todos los grupos de estudio
(p < 0,05).

En resumen, nuestro modelo experimental de trasplan-
te esplénico cervical mediante anastomosis venosa tuto-
rizada es una técnica quirdrgica viable que consigue, en
el estudio del aclaramiento bacteriano de neumococos,
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obtener valores préximos a la normalidad y superiores al
autotrasplante esplénico.
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