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ASUNTO: Autorizacién del trabajo de investigacion
de la Dra. Edna Zoraida Rojas Curiel.

DR. ISIDRO AVILA MARTINEZ
SECRETARIO DE SERVICIOS ESCOLARES
DE LA FACULTAD DE MEDICINA
Presente.

-

Estimado Dr. Avila Martinez:

Me permito informar a usted que la Dra. Edna gggida_ﬁ%uri_el*_alumno del curso
de especializacion en Cirugia Pediatrica en el Hospital General C.M. “La Raza”.
I.M.S.S., presenta el trabajo de investigacién intitulado “Znmunoestimuoalacion en

gastroyeyunoanatomosis. Una nueva opcion terapéutica. Estudio
experirnerntal. .

De conformidad con el articulo 21 capitulo 5°. de las Normas Operativas del Plan Unico de
Especializaciones Médicas (PUEM) se considera que cumple con los requisitos para
validarlo como el trabajo formal de Investigacidn que le otorga el derecho de Ila
diplomaddn como especialista.
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Sin otro particular de momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D. F. a 12 de agosto de 2003
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Meéxico, D.F. 12 de Agosto de 20003.

Dr. Hugo Aréchiga Urtuzuaztegui
Jefe de' la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion.

Por medio del presente, le informamos que la Dra. Edna Zoraida Rojas Curiel
Residente del Sexto afio de la Especialidad de Cirugia Pediatrica del H.G. C.M.N. “La
Raza>, tiene autorizacién para Titulacion con el articulo de investigacién:
Inmunocestimulacion _en_gastrovevunoanatomosis. Una nueva opcién_terapéutica.
Estudio experimental, el cual fue publicado en la Revista Mexicana de CIRUGIA
PEDIATRICA Vol. 10, No 1 Encro — Marzo de 2003.

Agradeciendo de antemagno su atencion le enviamos un cordial saludo.

Dr. Jaime Zaldivar Cervera. Dr. José@'i/g)%/lora FOI‘WDEP1(_’|CI -

Profesor Titular del Curso Jefe de Sé€ 3 i Ex’o,.cdim-ricdg%‘.,
Director del H.G. C.M.N. La Raza. H.G. )
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Articulo de investigacion

Inmunoestimulacién en gastroyeyunoanastomosis. Una nueva opcién
terapéutica. Estudio experimental
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Inmunoestimulacion en
gastroyeyunoanastomosis. Una nueva opcién
terapéutica. Estudio experimental

RESUMEN. /ntroduccién: l.a colonizacién bacteriana en
gastroveyunostomins es frecuenie en asa aferente; 1a Y de Roux tam-
bidn presenta colonizacion, siendo necesurio evitario especialmente
en portoenterostomias. Material y métodos: 40 ratas Wistar, cuatro
grupos con gastroyeyunostomia de Roux en ¥y exclusidon duodenal;
El grupo A sin medicamento, el B trimetropin sulfametoxazol, el €
inmunoestimulanie oral v el b trimetropin sulfametoxazal y OM-
89; inoculindose Escherichia coli enteropatégena en asa aferente;
24 horas después se toman bilis, biopsia y cultivos y prucba de FAS.
Resultados: No complicaciones quirirgicas, grupo A mayor
incremento de 100 UFC/ml a 2.8X107, B a 7.9X105 UFC/ml, C dis-
minuyd a 8X104 UFC/ml vy D disminuyé a 2X102 UFC/mi, menor
adherencia en C v menor daito que A-B-D. 1gA negativa en A y B,
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inhibicién de adherencia grupos C v D. Conclusiones: L. coloniza
cién y dafio en el asa aferente es menor con inmunoestimulacidr.
que con antimicrobiuno.

Palabras clave: Asa aferente; Auaching and effacing; Colonizuacicn
bacterianza: Escherichia coli enteropatégens; Gastroveyunostomiu
[nmunoestimulacion; Roux-en-Y.

Inmunoestimulation in Gastrojejunum
anastamosis. A new terapeutic option.
An experimental study

ABSTRACT. Jntroduction: The bucterial colonization in gastro
jejunostomy is frequent in afferent hundle; the Roux-en-Y it also
presents colonization, being necessary 1o avoid it especially in
portoenterostomy. M; ial and thods: 40 rats Wistar, four
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frours
Pter they tuke bite, biopsy aund conltivations and st of FAS A/ZEL
Reswults: Not surgical complications, group A it sed from 100
ml o 28X107) G to TaX 105 UFCaul, € dininished to SX104
il and D it diniarislad 1o 2X102 BFC/mi, smaltter adherence
and sncttler diancige that A-B-D0 Taa negative in A and B
tuhibilion of adherence groups C and D, Conclusions: The
colonization mnd dionage in the atfereat foop are smaller with
inntmoestimulant o with anticotherapy

Index words: Aitereu loop: Attaching and effacing: Escherichia coli
cnteropaibogenic: Gustrojejunostomy: lnmunoestimulation: Roux-
on-Y.

INTRODUCCION

Se describen en la literatura diversas téenicas de derivacio-
nes medizinte gastroyeyunoanastomosis. consistiendo es-
s en una anastomosis entre el estomago y el veyuno
proximal. poco se ha escrito acerca de este tipo de cirugias
en patcientes pedizttricos, siendo descritas principalimente
en lesiones inivel del duodeno, causadas por trauma ab-
dominal. usi coma en camplicaciones asociadas al trata-
miento quirdrgico de malformaaciones congénitas
duodenales. '

La anastomosis en Y de Roux puede ser utilizada en 2
reconstruceion de vias biliares, derivaciones pancrediticas v
gastrointestinales en caso de lesiones obstructivis o
ablativas,

Laccomplicacion mus frecuente deserita despuds de una
derivacian en Yde Roux se caracteriza por dolor abdomi-
il cranico. sensacion de plenitud tempran:a, nduses, vo-
mito principalmente postprandial inmediato, 1o cual ha
sugerido una obstruccion funcional a nivel def segmento
de Roux en Y. produciendo los sintomas antes descritos en
¢l 30 % de los casos. al actuar como una ohstruccion fun-
cional. '

Otra complicacion es la colangitis que es una infec-
cion del tracto biliar, generalmente ha sido asociada con
obstruccion del conducto hepitico biliar coman; muchas
de estas infecciones son causadas principatlimente por bac-
terias entéricas tipo Gram negativo, siendo la principal
Escherichia coli.

Esta infeccion puede presentarse desde una forma tran-
sitoriz, @ una sépsis letal, sin embargo los factores que
condicionan la severidad son poco conocidos, de acuerdo a
estudios hacterioldgicos en pacientes postoperados de
hepatoyeyunoanastoniosis y portoenteroanastomosis, ma-

nifestdindose con fiebre, disminucidn del flujo biliar, in-

hi

It 1 oestEm nlacion en gastroyeyunoanastoniusis. U e opcicn ferapentica. Extudio expreriniental

cremento de las bilirrubinas séricas y en los casos de
colangitis postoperatoriz temprana dentro los printeros tres
meses, es seguidide cese del flijo biliar y progresivo dete-
rioro de la funcidn hepadtica ' s

Estudios previos de experimentacion han revelado gue
Lzt administracion en forna de inveccion de cepas muertas
de E. coli en las placas de Péver de ratas, desencadenan una
respuesta de liberacion de Inmunoglobulina A biliar '

OM 89 es un liofilizado inmunoestimuolante ef cual ha
tenido uso en ¢l tratwmiento ¥ prevencion de infeccion de
vias urinarias, bdsicamente se encucntra formzdo por ex-
tractos de Escherichia coli no espeeifica parsc algiin tipo de
estis

Su mecanisimo de accion es inespecifico. estimutando
el sistema inmunitario asociado a mucosas (SIAM) de Tos
unimales de experimentacion vseres humanos. ™ logrando
una estimuliacion por igual en el sistemat fagocitico
mononuclear vel sistema mononuclear fagocitico.

Al aplicar un antigeno en tnstsuperticie de mucos: se
han observado agentes mediadores de Ly inmunidad en si-
tios distantes al sitio de aplicacion sin haber tenido con-
tucto directo con ¢l inmunoestimulante.

En estudios de farmacocindtica. las formas inmuno
uénicas del Hofilizado se han detectado en sangre una hora
duespuds de Ta administracion oral, su vida media es mavor
de 24 horas , encontriindose it marci de 120 89 ligada o
isGtopo carbono 14 en higado, bazo v placas de Séller.™

En estadios realizados en ratones la administracion
del liofilizado de Escherichia coli por vint oral o por via
paren teral induce la formacian de anticuerpos séricos ¢
IgA seerctord en contra de los antigenos especilicos de
Escherichia coli !

Tiene la propiedad de inducir la proliferacion de
linfocitos B de bazo de ratén en cultivo, asi como de
tinfocitos de sangre periférica de nnmanos en cultivo. sin
importar su especificidad, produciéndose en estos cultivos
TeA

El Trimetoprim sulfametoxazol combinacion cono-
cida como sulfus potenciadas. presentan un amplio espec-
tro de actividad, comportindose como hactericidas, con
una excelente distribucidn tisular v buenas propiedades
farmacocinéticis v espectro de accion contrit Actinomyces
spp.., Actinobacillus spp.. Acromonas spp., Bordetella spp.,
Brucellu spp., Corynebacterium spp., Escherichia coli.
Fusiformis spp.. Klebsiella spp., Lysteria Monocytogenes
spp., Moraxella Bovis. Mycobacterium spp., Neisseria spp.,
Nocuardia spp., Pasteurella spp., Proteus spp.. Salmoncella
spp., Shigella spp., Staphylococcus spp., (incluyendo cepas
penicilasa +), Streptococcus spp., (incluyendo enterococos

_ ydiplococos), y Campylobacter spp. -+
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio experimental, comparativo,
prospectivo, longitudinal; en el Departamento de Micro-
biologia de 1a Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas,
del Instituto Politéenico Nacional (1LEN.) México, D.E yel
Servicio de Cirugin Pedidtrica del Hospital General, Centro
Mddico Nacional L.a Raza, en el periodo comprendido de
enero a abril del 2002,

Poblacién de estudio.

Cuarenta ratas de Ia raza Wistar, sanas, con peso de 250 a
300 gr. dividiéndose en cuatro grupos de diez ratas cada
tuno.

Los grupos se dividieron de la siguiente manera:

Ll grupo A, no recibid medicamento alguno, solo fue-
ron sometidas 2t Iz cirugin e inoculacion bacterian:.

El grupo B recibié 48 horas antes de la cirugia
Trimetoprin-sulfametoxazol cada 24 horas por vin oral a
dosis de cinco myg/kg/dosis mediante sonda orogdstrica de
alimentacidn 5 fr, v previo ayuno de 12 horas, se les realizd
gastroyevunoanastomosis en Y de Roux v exclusiéon

duodenal, inoculacién de bacterias y una dosis mas del
medicamento al término de la cirugia.

El grupo Crecibié 48 horas antes de la cirugian cada 24
horas seis miligramos de OM-89 mediante sonda ovogistrica
de 5 fr, se e realizé el procedimiento quirdirgico v se le
inocularon lis bacterias, se le administré al término de la
cirugia seis miligramos de OM-89 mediante sonda
orogdstrica . Al diu siguiente se les tomaron bis ninestras
descritas v luego sacrificadas.

El grupo D recibié 48 horas antes de la cirugize ambos
medicamentos, trimetoprin-sulfiunetoxazol v OM-89 a fas
mismas dosis antes mencionadas mediante sonda
orogdstrica 5 fr; posteriormente fueron sometidas a la ci-
rugii ¢ inoculacion de buacterias; se les administra posie-
rior a la cirugia una dosis mas de ambos medicamentos y
sacrificadas al siguiente dia previa toma de muestras.,

Material biolégico

Modelo Animal: Ratas Adultas Wistar de 0.25 1 0.3 Kg,
Cepa Bacteriana: Escherichia coli enteropatdgena E2348/
69 cepa tipo de Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

Figura 1. Gastroyevunoanastomosis en Y de Roux

Vol. 10. No. 1. 2003
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Figura 2. fnoculacion bacteriana

Linea Celular HEp-2: Células epitelioma de faringe hu-
mano.

Inmunoestimulador OM89: Liofilizado de Escherichia
coli.AntibiGtico: Trimetoprim Sulfametoxazol suspensién
oral.

Técnica Quinirgica

Con ayuno de doce horas y bajo anestesia general con
midazolam a un mg/kg/dosis y Ketamina a 50 mg/kg/
dosis intramuscular, se aplicé crema depiladora y se retiré
¢l pelo del abdomen, asepsia con isodine espuma y antisep-
sia con isodine soluicion, se incidid en la linea media, cin-
co centimetros aproximadamente, abordando por planos
hasta cavidad peritoneal, se identificé estémago, duodeno,
ligamento de Treitz, se midieron 15 cm a partir del liga-
mento de Treitz y se secciona el yeyuno a través de una zona
wascular; se midieron 30 cm de intestino, realizando en
este sitio la anastomosis en Y de Roux en un plano con
prolene 6-0, corrobordndose la permeabilidad de esta.

En forma transmesocélica se asciende el yeyuno
proximal y se realiza gastroyeyunoanastomosis latero-la-
terzal con prolene 6-0 con puntos de gambee, cerrando la
boca terminal del intestino ascendido invaginando la

o

mucosa con prolene 6-0; se corroboré la permeabilidad y
ausencia de fuga tanto en la gastroyeyunoanastomosis
como en la Y de Roux, y a continuacidn se realiza exclu-
sién duodenal a nivel de unién gastroduodenal con puntos
simples con prolene 6-0.

Se cierra el defecto del mesocolon (Fig. 1) y se realiza
la inoculacién bacteriana a nivel de la 2* porcidn del duo-
deno (Fig. 2); se cierra el peritoneo con dexon 5-0, cierre de
aponeurosis con dexon 3-0 y cierre de piel con dermalén

Figura 3. Aglutinacion a IgA secretora Pasitiva al exponer bilis del
_prupoCa lisch-;fichi;n coligmprop;négenu {EPEC)

Revista Mexicana de Cirtegia Pedidtrica
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Figura 4. Aglutinacién franca a ke microscopia de luz, nélese
alrededor det enterocito

5-0; se administra analgésico metamizol intramuscular a
10my/kg/dosis v s¢ mantiene en ayuno 12 horas iniciando
la via oral posteriormente con solucion giucosada al 5%.

Todas las ratas fueron nuevamente anestesiadas al si-
guiente dia de la cirugia e inoculadas con la bacteria en
sala, con luz ultravioleta y campana de flujo laminar,
tomando primero una muestra del hilio hepdtico para
cultivo y un mililitro de bilis a nivel de la tercera porcién
del duodeno mediante aspiracién con jeringa y aguja para
deteccion de Inmunoglobulina A secretora especifica para
E. coli enteropatégena.

Se tomd una biopsia de un gramo en el sitio de inocu-
lacién bacteriana en el duodeno, dos muestras de un gra-
mo cada una par: cultivo y estudio histopatolégico a una

10" UFC/ML

Figura S. Inhibicidn a la adherencia a células HEp-2 en los gru-
pos C ¥ D, que demuestra ausencia de adherencia al enterocito

distancia de cinco centimetros y dos mas a diez y 20 centi-
metros de un gramo cada una para cuenta viable de
bacterias.

Posteriormente se sacrificaron las ratas con adminis-
tracién de Tiopental a dosis letales intracardiaco.

Cultivo Bacteriano

Se inoculé la cepa de EPEC E2348/69 en caldo soya
tripticaseinay se incubé a 37° C durante 18 a 24 horas. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacidn el cultivo se ajus-
t6 a 100 UFC/ml y se inoculd un mililitro en el asa aferente
de la gastroyeyunoanastomosis en Y de Roux realizada en
las ratas.

10

Grifica 1

Cuenta viable del asa aferente de la

ot

gastroyeyunoan:iastomaosis con res-
pecto al tratamiento

SIN TRAT TMP SMX omMm 89

TMP-OM 889
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ATTACHING AND EFFACING
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SIN TRAT TMP SMX om-89

Cuenta viable

Se extrae un gramo de mucosza intestinal a cinco centime-
tros de la unién duodeno gdstrica que se coloca en un tubo
que contenia nueve mililitros de agua destilada, esto con
la finalidad de realiz:ar una dilucion 1:10; se agita en vortex
vigorosamente.

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas hasta
ubtener diluciones de 10-2, 10-4, 10-6 y 10-8. De cadadilu-
ci6én se tomaron 100 pl y se sembraron por espatulado en
placas de agar Mac Conkey que fueron incubadas a37° C
durante 24 horas.

Este ensayo de cuenta viable se realizé por duplicado.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn se procedié a
contar el niimero de colonias con la morfologia caracteris-
tica de Escherichia coli.

Grafica 2

TMP OM 89

Procesamiento de 6rganos

El procesamiento de los érganos obtenidos por necropsia
consta de varios pasos:

a. Fijacién

b. Deshidratacién y transparentacién

c. Inclusion definitiva

d. Desparafinacién e hidratacién

e. Tincién hematoxilina-eosina

Despuds de estos procesos las preparaciones se monta-

ron en resina sintética para su observacién al microscopio.

Reaccién de aglutinacién

La cepa de Escherichia coli E2348/69 se sembré en agar
soya tripticaseina por estria abierta y se incubé a 37° C

Figura 6. Adherencia positiva a células HE-p2 en la prueba de FAS
Notese en fos puntos britlosos

Figura 7. Nétese la adherencia de La bacteria al enterocito y este
como mecanismo de proteccién pierde las vellosidades y
forma una especie de meseta.

Revista Alexicana de Cirugia Pedidtrica
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Grafica 3
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SIN TRAT

durante 24 horas, una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se procedié a realizar una suspension bacteriana
con solucidn salina isoténicu (0.85%).

Posteriormente en un portaobjetos se colocaron S00pl
de esta suspension y 500p! de bilis de las ratas en estudio se
mezclaron y se observa si se Hevaba a cabo un reaccion de
aglutinacion. Como testigo negativo se colocaron 500 pl
de solucion salina y 500 pl de bilis.

Preparacién de Cultivo Celular

En este trabajo se utilizé linea celular HEp-2 (células de
Epitelioma de Faringe Humana) que fue crecida con Mi-
nimo Esencial de Eagle (MEM), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), 2mM de L-glutamina, bicarbo-
nato de sodio al 4.4%, una solucion de penicilina-

TMP OM B9

estreptomicina (PES) a una concentracién de 100 U y 100
¢ por milijlitro respectivamente.

Las células fueron propagadas en botellus de pldstico
de 25 cm2 con el medio MEM y fueron incubadas a 37° C
en una atmdsfera de CO2, hasta que se obtuvo una con-
fluencia del 100%.
Una vez obtenida la monocapa de células en las botellas,
se procedi6 a lavarlas con una solucién de verseno al 0.5%
después de retirar dicha solucidn se le agregd un mililitro
de tripsina al 0.025 % con la finalidad de desprender las
células de la botella, una vez desprendidas las células fue-
ron resuspendidas en MEM seglin sea el caso.

A continuacion se calocaron 500 microlitros de dicha
suspensién en cada uno de los pozos de una microplaca de
24 pozos que contenia un cubreobjetos redondo estéril de

ADHERENCIA A LA PARED INTESTINAL

Grifica 4

-
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13mm de didametro, enseguida se incubd a 37° € con una
tension de €02 del 5% hasta alcanzar una confluencia del
70 al 90%.

Ensayos de adherencia a células HEp-2

Una vez que se obtiene 1a confluencia antes especificada se
retird el medio y se colocé MEM-SFB y 100 microlitros de
D-manosa al 1'% en PBS, por iiltimo se adiciond una gota
del cultivo de bacterias (Cravioto et al 1979 y Zepeda
el al 1995) .3+

Las microplacas se inicubauron u 37° C en una atmdsfera
al 5% de CO2 durante tres & seis horas, dependiendo del
ensiayo. Al término de este tiempo se deseché el medio de
cultivo de cada pozo, se lavé tres veces con PBS1X y se adi-
ciond una gota de metanol absoluto frio para fijar las
bacterias al a preparacion.

La tincidn de las laminillas se realizo con Giemsa y se
montiron en portaobjetos sobre resina sintética. Como tes-

It untoestiniudacion en gastroyeyunodanastomosis. Una nueva opeidn terapéutica. Estudio experimenteal

Figura 9. Mecanismo de Attaching and Effacing GVE). univez
destruido el enterocito v sus vellosidades, b bacteria avanza en
forta ascendente Implantindose en el enterocito siguien’e

tigos negativos se utilizaron: 1) laminillas de eélulas sin
inocular, 2) laminillas de células con cepas no adhereites
(NA). Escherichia coli K12C600.

Ensayos de Inhibicién de la adherencia a células
HEp-2

Se realizd el ensavo de adherencia como se describié ante-
riormente, sin embargo antes de colocar a [a bacteria s2
colocé bilis y despuds se siguié el ensayo como se indicte
previamente, esto con la finalidad de saber si en la bilis
existe IgA secretora que pueda inhibir 1a adherencia de las
bacterias.

Deteccién de la lesion de Attaching and Effacing
con la técnica de FAS (Fluorescent-Actin Staining)

Se realizd la téenica de FAS descrita por Knuiton y col. en la
cual el segmento de intestino extraido v las laminillas del

20/

cultivo celular se fijaron en formaldehido al 3% durante

Figura 10. £n las imdgenes superiores obsérvese el dafio del
epitelio {ntestinal y en las imdgenes inferiores la destruccion
total celular a ta Microscopia electrénica

Figura 11. Actina F polimerizada en el epitelio intestinal
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Figara 12. Gran cantidad de Actina F polimerizada a o
largo de todo el Epitelio celular

20 minutos. Posteriormente se permeabilizaron con Tritén
X-100 al 0.1% en PBS durante cinco minutos. Al término
de este tiempo se 1avé tres veces con PBS v se procedid a
tefiir con un conjugado de falotoxina-FITC por 20 minu-
tos.

Las preparaciones se lavaron tres veces con PBS y por
dltimo se adiciond PBS-glicerol como conservador. Las pre-
paraciones se observaron con luz ultravioleta en un mi-
croscopio de epifluorescencia en los aumentos 40X y 100X
(Knutton et. al. 1989).%

Anilisis estadfstico

Mediante Andlisis de ANOVA se analizaron el sexo, peso, la
colonizacion en el sitio de inoculacién y la colonizacién
bacteriana observada a cinco centimetros del sitio de ino-
culacidn .

Se aplico la Prueba exacta de Fisher para evaluar la
colonizacién del hilio hepitico, attaching and effacing
(A/E) en la pared intestinal, reaccién de aglutinacidn en
presencia de E coli y bilis conteniendo IgA secretora contra
Escherichia coli enteropatégena, adherencia bacteriana a
la pared intestinales y ademas en un segundo anilisis
para ANOVA se realizé, adherencia a células Hep-2, e inhi-
bicién a adherencia a célutas HE-p2. Se considero signifi-
cativa cuando p es menor a2 0.0001 (P=< 0.0001)

RESULTADOS
Los cuatro grupos de ratas sobrevivieron a lacirugiayala
inoculacién bacteriana, no presentdndose dehiscencia de
las anastomosis gastroyeyunales ni en la Y de Roux. Se
observaron las asas con buena coloracién y permeabilidad
presente.

El andlisis de ANOVA, respecto al sexo y el peso no fue-
ron significativos (p.50 y p.51 respectivamente), El sitio de

inoculacidn y la colonizacion a cinco centimetros fueron
significativas (p > .0001).

Al realizar la cuenta viable promedio se obtuvo que el
grupo A obtuvo la snayor cantidad de UFC/m) ya que se
observé un incremento de 100 UFC/ml hasta
2.8X107(Grafica ).

En los cortes histoldgicos se observé en el grupo A una
miayor colonizacién y daito a las células epiteliales del
intestino en comparacion con los demas grupos, siendo el
grupo D el de menor colonizacién bacteriana y menor dafio
en las c€lulas epiteliales.

La prueba de FAS reveld que tanto en el grupo Ay B se
observé un mayor nimero de bacterias adheridas provo-
cando dano a la cdlula epitelial de manera significativa. (A/
E).(p >.0001).

En el grupo D la adherencia bacteriana fue menor que
en los grupos Ay B pero mayor a la encontrada en el €. Con
unap > .0001. (Grufica 2)

En las aglutinaciones al retac el liquido biliar contra
la bacteria , en el grupo Ay B fueron negativas mientras
que en los grupos C vy D(p NS) se encontrd positiva (Fig. 3y
4).Al comparar Ay B contra Cy D se obtienc significancia
(p>0.0001). (Grafica 3)

En los ensayos de inhibicion de la adherencia a células
HEp-2 encontramos una inhibicion con la bilis de los gru-
posCyD.

En la adherencia que presentan los grupos A y B, la
prueba de FAS es positiva. Al comparar los grupos Ay B con-
tra Cy D se encontro significancia(p>.0001) ( Fig. 5y 6).
(Graficua 4)

Finalmente, los cortes del asa aferente nos muestran a
la bacteria adherida al enterocito (Fig. 7 v 8) y el daiio que
estd por la bacteria. (Fig. 9y 10)

En los estudios histopatolégicos para observar la adhe-
rencia bacteriana a la pared intestinal, no hubo signifi
cancia al comparar los grupos Ay B(p 1.0), porun ladoy C
y D(p .0.86), mientras que al comparar los grupos Cy D
contra Ay B si hubo significancia (p >.0001), valiendo 1a
pena mencionar que si se observé cierta adherencia en el
grupo D, no asien el grupo C.

DISCUSION

Como ha sido descrito por Flores y cols., se observé dilata-
ci6n leve del asa aferente en caso del duodeno excluido, lo
cual facilita 12 translocacién bacteriana en la evolucion
natural de los pacientes sometidos a este procedimiento.

Estos resultados demuestran la capacidad de la bacte-
ria para realizar una colonizacién ascendente, sien-
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do este el principal problema cuando se realizan cirugias de
esle tipo.

Con los resultados obtenidos por observacion directa y
estadisticamente analizados consideramnos el liofitizado
de Escherichia coli una buena alternativa en aquellos pa-
cientes sometidos a gastroyeyunouanastomosis, portoentero
anastomosis v hep:iticoyeyunoanastomosis para evitar la
colonizacion del asa aferente v al evitarse esto, se evita la
colonizacion del poriahepatis.

Los resultados obtenidos son interesantes porque ade-
mids se evitu la adherencia bucteriana a la pared intestinal,
lo cual no evitaria ningldn antimicrobiano a dosis tera-
péuticas o profildcticas, esto por las observaciones obteni-
das del grupo B en el que las bacterias se adhirieron a la
pared intestinal, condicionuando reinfeccidn ficil, y persis-
tencia del factor de adherencia de la bacteria al enterocito,
esto es, que atin cuando el antibidtico desiruya las bacte-
rias, ¢l factor de adherencia continuaria enviando la sefial
al enterocito de su presenciay este en defensa modifica su
estructura formando mesetas por polimeracion de la actina

5, aplanando vellosidades | facilitindose el ascenso de 1a
bacteria a través del asa aferente mediante el fenémeno de
Attaching and Effucing.

Lo anterior nos ha detenido a pensar que algo impor-
tante de este estudio es que hemos encontrado la forma de
evitar la colonizacidn del asa aferente, siendo aplicable

también para evitar la colangitis ascendente en pacientes
con portoenteroanastomosis secundario a sindrome de asa
aferente, que ocurre por proliferacion bacteriana, princi-
palmente por Escherichia coli enteropdtogena en los pri-
meros seis meses de vida, sin embargo como ya se ha men-
cionado, este trabajo da lugar a la realizacién de nuevas
lineas de investigacion experimental, con un liofilizado
mas especifico para Escherichia coli enteropitogena
(EPEC), evitando dano a la flora bacteriana intestinal
normal.

En conclusién la utilizacién del inmunomodu lador
es muy importante para evitar la colonizacién bacteriana
del asa aferente en la gastroyeyunoanastomosis en Y de
Roux o en cualquiera de las variantes en que se utilizalay
de Roux tomando en cuenta las observaciones previamente
comentadas.

PERSPECTIVAS

El presente trabajo resulté satisfactorio porque inhibi6 la
adherencia bacteriana, pero existe la posibilidad de que la

IuIllmmasnmuldcmn ern g 'am m'm'um)autnlama.sm Uriet nurera o/)cmu terapértica. Eslu:[w

.\'/u'l'in i en/ul

1gA de tipo secretor adem'ls de inhibir la adherencia de un
patégeno como EPEC, también pueda inhibir la adheren-
cia de Escherichia coli componente de la microbiota nor-
mal presente en el intestino, trayendo como consecuencii
un dafio posterior.

Seria necesaria la creacién de un inmunomodulador
especifico para EPEC y asi realizar el experimento en una
situacién mds favorable hacia el paciente.
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