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Reproducciéon de un modelo experimental para

sepsis abdominal
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Resumen

Objetivo: Reproducir un modelo de sepsis abdomi-
nal en el animal de experimentaciéon. Sede: Depar-
tamento de Cirugia, Facultad de Medicina, UNAM.

Sede: Departamento de Cirugia, Facultad de Medi-
cina, UNAM.

Disefio: Descriptivo, comparativo.

Andlisis estadistico: Se compararon los grupos a las
24, 48 y 96 horas, utilizando las pruebas U de Mann-
Whitney y Kruskall-Wallis.

Material y métodos: Se operaron 18 ratas Wistar, di-
vididas en 3 grupos:

Grupo I: Se realizé laparotomia y cierre de pared.

Grupos Il y lll: Se realiz6 laparotomia y se ligé con
jareta la base del ciego, al que se le realizaron tres
punciones con aguja 20 gauge y se cerré la pared
abdominal. A las 24 horas a los 3 grupos se les
laparotomizé y cultivo la cavidad abdominal. Ade-
mas al Grupo lll se le lavé la cavidad abdominal
con solucidn salina y se cerré. A las 48 y 96 horas
se realiz6 nuevamente laparotomia y cultivo de ca-
vidad abdominal.

Resultados: Existieron diferencias estadisticamen-
te significativas entre el Grupo | con respecto a los
grupos Il y lll. La comparacion entre estos dos lilti-
mos a las 48 horas no mostroé diferencias en el nu-
mero de UFC. A las 96 horas sélo se encontraron
diferencias entre el grupo control y el grupo Il (p
0.010). Entre los grupos | y lll no hubo diferencias,
(p 0.076), sin embargo, es compatible con el posi-
ble efecto del lavado con solucion salina que igua-
16 condiciones.

Conclusiones: Se demostré estadisticamente que la
puncion del ciego ligado produce aumento signifi-
cativo en el numero de UFC/ml, y que al lavar la
cavidad abdominal con soluciéon salina se logra
disminuir el numero de UFC/ml.

Abstract

Objective: To reproduce an abdominal sepsis mod-
el in the experimental animal. Setting: Department
of Surgery, School of Medicine, UNAM.

Design: Descriptive, comparative study.

Statistical analysis: We compared groups at 24, 48,
and 96 hours, using Mann-Whitney U-test and
Kruskall-Wallis.

Material and methods: We operated 18 Wistar rats,
divided in 3 groups. Group | was subjected to lap-
arotomy and wall closure. Groups Il and Ill were
subjected to laparotomy and the base of the cecum
was ligated. Three punctures were made in the cecum
with a 20-gauge needle. At 24 hours, all three groups
were subjected to Laparotomy and samples from
the abdominal cavity were taken for culture. The
abdominal cavity of Group lll was additionally
washed with saline solution and closed. At 48 and
96 hours a new laparotomy was performed and sam-
ples were taken again from the abdominal cavity.
Results: Differences between Group | and Groups Il
and lll were statistically significant. Comparison
between the two last ones at 48 hours revealed no
differences in the number of CFU. At 96 hours, dif-
ferences were only found between the control Group
(I) and Group Il (p 0.010). Between groups | and llI
no differences were found (p 0.076); however, this
could be due to a possible effect of the saline solu-
tion washing that made conditions similar between
these two groups.

Conclusions: It was statistically demonstrated cecal
ligation and puncture induces a significant increase
in the number of CFU/ml, and that washing of the
abdominal cavity with saline solution leads to a
decrease in the number of CFU/ml.
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Introduccion

El “Consenso Internacional para Definicion de Sep-
sis”, realizado en 2001, permitid6 homologar definicio-
nes y criterios médicos para un buen diagndstico, tra-
tamiento y estandarizacién de protocolos de
investigacion.? Sepsis es el proceso patoldgico cau-
sado por la invasion a tejido o fluido estéril por micro-
organismos patdgenos o potencialmente patégenos.
Hablamos de sepsis grave cuando se asocia con dis-
funcion organica, hipoperfusion, hipotension, acido-
sis lactica, oliguria y alteracién del estado mental. Cho-
que séptico es la falla circulatoria aguda caracterizada
por hipotension arterial persistente y no explicable mas
que por una infeccién grave. Sindrome de disfuncién
organica multiple es la presencia de alteraciones fun-
cionales de varios 6rganos en un paciente grave, en
que la homeostasis no se puede mantener sin su tra-
tamiento especifico. Y sindrome de respuesta infla-
matoria sistémica (SRIS) es la liberacion en cascada
de multiples mediadores de la inflamacién, los cua-
les, al actuar en forma desorganizada, precipitan alte-
raciones multiorganicas e inmunoldgicas que ponen
en riesgo la vida del paciente.

En los Estados Unidos de Norteamérica, la sepsis
es la primera causa de muerte en las UCI no corona-
rias y la décimo-tercera causa del total de defuncio-
nes, calculando sus costos en $17 billones de ddlares
anualmente.®* Se reportan mas de 1.5 millones de ca-
sos de sepsis grave en los paises de la OCDE (Orga-
nizacion para la Cooperacién y Desarrollo Econémico),
lo que habla de méas de 500,000 muertes al afo, o sea
1,400 por dia. El aumento considerable en esta patolo-
gia es debido al creciente numero de pacientes con
edad avanzada, al aumento de tratamientos agresivos
en hospederos severamente inmunocomprometidos, y
al desarrollo de un gran numero de tecnologias invasi-
vas y traumaticas.

Cada dia los conocimientos sobre la sepsis se in-
crementan, se hacen mas complejos y existen contro-
versias; de tal forma que es deseable desarrollar o re-
producir modelos experimentales que permitan
establecer patrones mas precisos del comportamiento
de este proceso en el laboratorio. Existen basicamente
cuatro modelos de sepsis en el animal de experimen-
tacién:5®

1. Modelo de toxemia, secundario a la infusién de en-
dotoxina o lipopolisacaridos.®'°

2. Modelos de sepsis mediante infusion intravenosa
de bacterias vivas."

3. Modelo de contaminacion peritoneal en ratones, al
colocar un catéter 20- gauge a nivel de colon ascen-
dente, que comunica la luz del colon a la cavidad
abdominal.'?
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4. Modelos de lesion de la barrera intestinal del animal
de experimentacion por ligadura cecal y puncion.'3®

El objetivo del presente trabajo es iniciar una linea
de investigacion de sepsis abdominal, comenzando por
la reproduccion de un modelo de sepsis abdominal en
el animal de investigacion, mediante la ligadura cecal
y puncién del mismo, para producir peritonitis y poder
demostrarla desde el punto de vista microbiolégico
cuantitativo.

Material y métodos

Universo. Se operaron un total de 18 ratas de la cepa
Wistar de 250 g, sin distincién de sexo, a las cuales se
les administré anestesia general con ketamina (50 mg/
kg de peso) y xilacina (8 mg/kg de peso) y previa asep-
sia de la regién. En todos los animales se realiz6 lapa-
rotomia y se les asignd aleatoriamente a tres grupos,
seis ratas en cada uno, con el siguiente esquema de
manejo:

Grupo I: En el tiempo 0, se realiz6 laparotomia y
cierre de pared (Grupo control).

Grupos Il y 1ll: En el tiempo 0, se realiz6 laparoto-
mia media para explorar la cavidad abdominal e identi-
ficar el intestino grueso; sin alterar la continuidad del
tracto digestivo se procedié a ligar la base del ciego
con una jareta de seda “000”, a continuacion al ciego
se le realizaron tres punciones sobre su borde antime-
sentérico con una aguja del numero 20 que atraveso
su pared hasta la luz intestinal, posteriormente se pro-
cedio a recolocar el intestino dentro de la cavidad ab-
dominal y se cerro la pared en dos planos.

A las 24 horas, a los tres grupos (18 ratas) se les
laparotomizd y cultivé la cavidad abdominal para la cuan-
tificacion de unidades formadoras de colonias y la com-
paracion entre grupos. El grupo Il quedé como control
de sepsis. En este mismo momento y después del cul-
tivo, al Grupo Il se le lavé la cavidad abdominal con 20
ml de solucidn salina y se cerrd la cavidad abdominal.

A las 48 horas de iniciado el experimento, sélo a los
grupos Il y Il se les realizé6 nuevamente laparotomia y
cultivo de cavidad abdominal. Finalmente a las 96 ho-
ras y a las 18 ratas (Grupos |, Il y 1), se les volvio a
realizar laparotomia y cultivo de la cavidad abdominal.

La toma de muestras fue realizada por el cirujano
por medio de un hisopo estéril, rotando el hisopo en
ambos cuadrantes inferiores del abdomen y en el hue-
co pélvico. La muestra asi recolectada se introdujo en
un tubo con 1 ml de medio de cultivo “Caldo Nutritivo”
y, bajo condiciones de esterilidad y campana, utilizan-
do mechero, las muestras fueron inoculadas en medio
de cultivo eosina azul de metileno, EMB (un medio
selectivo para la investigacion y diferenciacion de ba-
cilos entéricos y microorganismos coliformes). El volu-
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men de muestra inoculado fue de 100 ul, medidos por
medio de pipeta automatica con puntas estériles. Ya
inoculadas las cajas se incubaron a temperatura am-
biente durante 24 horas los dos primeros cultivos y por
72 horas el tercero y ultimo. El conteo de las colonias
se hizo bajo microscopio estereoscoépico, relacionando
el numero de colonias por mililitro. Las caracteristicas
esperadas de las colonias de Escherichia coli fueron
de 2-3 mm de diametro, azul negras en la parte central
y bordes claros a luz transmitida y presentacién de un
brillo metalico verdoso a la luz reflejada.® Para el ma-
nejo y cuidado de los animales de experimentacion, se
siguié el reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion y la Norma Oficial Mexicana-
062-Z00." El protocolo fue aprobado por la Coordina-
cion de Investigacion de la Facultad de Medicina de la
UNAM con la clave CIRJTJ05022.

Para realizar el analisis estadistico, ademas de la
pertenencia a cada uno de los grupos conformados, la
variable de interés fue el conteo de las unidades for-
madoras de colonias (UFC), las cuales, por ser de tipo
cuantitativo discreto fueron procesadas graficamente
en histogramas para observar el comportamiento, pero
s6lo se muestra una grafica de barras asociadas para
apreciar la distribucion con respecto al tiempo en el
que se realizaron los cultivos. La variable UFC se des-
cribié tomando como base el valor de la mediana y de
los percentiles 25 y 75, y se calcularon medidas de
razén y porcentajes. Para el analisis se utilizaron dos
estrategias: primero se compararon los grupos por pa-
rejas, cada uno de los experimentales (Il y Ill) con res-
pecto al grupo control, y aquellos entre si, a las 24, 48
y 96 horas, utilizando la prueba U de Mann-Whitney,
con un nivel de significancia de 0.05; en segundo lugar
se compararon los tres grupos simultaneamente (para
los datos relativos a las 24 y 96 horas) utilizando la
prueba Kruskall Wallis, con un nivel de significancia de
0.05, para lo cual se emplearon el paquete SPSS, ver-
sion 13.0, y Minitab version 14.0.

Resultados

El Grupo | de laparotomia sin ningun otro procedimiento
se mantuvo sin desarrollo bacteriano a las 24 horas.
A las 96 horas, se registré contaminacion en tres de
las seis ratas, para una mediana de grupo de 800 UFC/
ml. En los Grupos Il y Ill, donde intencionadamente
se realizaron punciones sobre el ciego ligado para
generar peritonitis, a las 24 horas se tuvo una media-
na de 1075 y 3490 UFC/ml, respectivamente. A las
48 horas se obtuvieron 13,500 y 10,407 UFC/ml o sea
un incremento en razén de casi 13 a 1 para el grupo
Il, y de alrededor de 3 a 1 para el grupo lll. Por lo que
toca al Grupo lll, como se sefiala arriba, presentaron
3,490 UFC/ml 24 horas después de las punciones
sobre el ciego, a cada rata se le lavé la cavidad abdo-
minal con 20 ml de solucidn salina en ese mismo mo-
mento y 24 horas después tenian 10,407 UFC/ml, o
sea practicamente 23% menos que si ho se hubiesen
lavado con la solucion salina, y 72 horas después del
lavado (96 horas después de la puncion) se obtuvie-
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ron 6,957 UFC/ml, es decir. un 62% menos que en el
Grupo Il, que desarroll6 18,248 UFC/ml y el cual no
se lavo con solucion salina.

Comparacion por pares

En funcion de que no hubo desarrollo de colonias a las
24 horas en el grupo control, existieron diferencias es-
tadisticamente significativas con respecto a los gru-
pos Il y lll. La comparacion entre estos dos ultimos,
sin embargo, no mostré diferencias.

A las 48 horas la unica comparacion realizada fue
precisamente entre los dos grupos experimentales, Il
y lll, que no mostré diferencias estadisticamente sig-
nificativas en el numero de UFC (Figura 1).

A las 96 horas soélo se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas entre el grupo control y el
grupo Il (p =0.010). No hubo diferencias entre los gru-
pos | y lll p = 0.076) ni entre los grupos Il y Il (p =
0.055).

La comparacion de los tres grupos en forma simulta-
nea reveld: A las 24 horas se obtuvo un resultado de la
prueba de 7.78, que fue estadisticamente significativo,
con un valor de p = 0.02. A las 96 horas, el resultado de
la prueba arroj6 un valor de 8.89, que también fue esta-
disticamente significativo, con un valor de p = 0.012.

Discusion

La evolucion de un cuadro de sepsis es irregular,'®!
algunos avanzan rapidamente a choque séptico y otros
se desplazan a cuadros variables de disfuncion organi-
ca, existiendo hasta el momento controversias en in-
numerables facetas de la sepsis abdominal y, aunque
ha habido progresos en su fisiopatologia, diagndstico
y terapéutica, todavia el camino de la investigacion es
largo. Ahora bien, si en el mismo modelo animal obser-
vamos dificultad para condicionar una sepsis grave, el
querer demostrar que los resultados terapéuticos obte-
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Fig. 1. Comportamiento de los tres grupos, de acuerdo al

momento en que se tomaron los cultivos y el niumero de
colonias desarrolladas.
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nidos en ratas sean comparables con los obtenidos en
seres humanos es bastante dificil. Autores como Es-
mon?? y Schultz?® nos hablan de por qué algunos mo-
delos animales fracasan en reproducir la sepsis en
seres humanos. Entre las diferencias mas importantes
estan: habitualmente el animal de experimentacion es
joven y sano, el ser humano puede ser viejo y con
multiples enfermedades secundarias (diabetes melli-
tus, enfermedad vascular sistémica, hipertension ar-
terial, inmunosupresion, cancer); en los seres huma-
nos, la evolucion es paulatina, el fenobmeno en los
animales es agudo. En los animales, la intervencion
experimental sucede en las etapas tempranas de la
sepsis, cuando todavia los niveles de citocinas infla-
matorias estan elevados y el dafio organico y vascular
es minimo, a diferencia del ser humano, donde la inter-
vencion terapéutica habitualmente ya es cuando la res-
puesta de las citocinas proinflamatorias esta cambian-
do a anti-inflamatorias y el dafo organico ya es aparente.
El ser humano también ya esta recibiendo algun sopor-
te hemodinamico como liquidos, agentes vasopreso-
res y ventilacion artificial. Por otro lado, en el animal de
experimentacion se tiene control sobre el germen que
inicia la sepsis, en el ser humano habitualmente la sep-
sis es por una combinacion de gérmenes Gram-positi-
VoS y negativos, aerobios y anaerobios y hongos, y ya
con multiples tratamientos antibiéticos. La intervencion
en el ser humano es habitualmente en etapas tardias,
lo que habla de diferentes condiciones a las del animal
de experimentacion, que habitualmente es en etapas
tempranas. Sin embargo, la investigacion en modelos
animales continuara siendo indispensable para el me-
jor entendimiento de la sepsis. Por lo que, para iniciar
una linea de investigacion en sepsis, se reprodujo este
modelo conocido de ligadura y puncion del ciego y lo-
gramos producir aumento de las UFC/mI de acuerdo al
tiempo de evolucion, con datos de significancia esta-
distica para las primeras 96 horas de evolucién. Tam-
bién demostramos que al lavar la cavidad abdominal
con solucion salina se logra disminuir su contamina-
cién al bajar las UFC/ml comparativamente con los no
lavados; sin embargo, a las ratas las dejamos sobrevi-
vir sin ningun apoyo adicional por 8 dias mas, tiempo
en el que observamos clinicamente la recuperacion de
la rata, sin llegar a fallecer ninguna de los tres grupos
en estudio, lo que nos puede estar traduciendo que es
un modelo adecuado para una peritonitis aguda de 96
horas, pero que las ratas se recuperaran posteriormen-
te sin necesidad de ayuda antibidtica o cirugia adicio-
nal. La ausencia de diferencias entre los grupos I y lll a
las 96 horas es compatible con el posible efecto del
lavado con solucién salina que igual6é condiciones con
los controles que desarrollaron UFC en baja cantidad,
por una contaminacién a pesar de que no se les pun-
ciono el ciego. Por lo que respecta al contraste entre
los grupos Il y lll, los valores encontrados en la prueba
de significancia son practicamente limitrofes (p = 0.055),
sugestivos de un efecto del pequefio tamafo de los
grupos y de una amplia variabilidad en el numero de
UFC, particularmente en el grupo Il.
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Con la informacién obtenida, podemos decir que
contamos con un modelo experimental de sepsis ab-
dominal que sera util para futuros estudios sobre res-
puesta inflamatoria y metabdlica.

Conclusiones

La puncion del ciego ligado produce un aumento esta-
disticamente significativo en el numero de UFC/ml, pero
se logra disminuir al lavar la cavidad abdominal con
solucion salina.

Es un modelo adecuado para estudiar la evolucion
de peritonitis dentro de las 96 horas posteriores a la
agresion, sin embrago, el hecho de que las ratas so-
brevivieron sin ayuda de farmacos o nuevos lavados
quirurgicos hace suponer que el modelo no ayuda para
mantener sépticas a las ratas por mas de 3-4 dias.
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