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DIVXSION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E 
INVESTXGACION 

SUBDIVISION DE ESPECIALIZACIONES 
MEDICAS 

OFICIO FMED/SEM/1377/2003 

ASUNTO: Autorización del trabajo de Investigación 
de la Dra. Edna Zoraida Rojas Curiel. 

DR. ISIDRO AVILA MARTINEZ 
SECRETARIO DE SERVICIOS ESCOLARES 
DE LA FACULTAD DE MEDICINA 
Present:e. 

Estimado Dr. Avila Martínez: 

Me permito informar a usted que la Dra. Edna ~oraidajl~ias Curiel._alumno del curso 
de especialización en Cirugía Pediát:rica en el Hosp1t:a General C.M. nLa Raza". 
I.M.S.S., presenta el trabajo de investigación intitulado ''Inrnunoestirnulación en 
gastroyeyunoanatornosis. Una nueva opción terapéutica. Estudio 
experimenta/."';; 

De conformidad con el artículo 21 capítulo s 0 • 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 Investigación que le otorga el derecho de la 
diplomación como especialista. 

Sin otro particular de momento, reciba un cordial saludo. 

At:ent:ament:e 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 
Cd. Universit:aria, D. F. a 12 de agost:o de 2003 

'C:s"::>E:• 
DR. LEOBARDO C. RUIZ PEREZ 

FECH/ ... : 

FtRIVIA: 
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México, D.F. 12 de Agosto de 20003. 

Dr. 1-Iugo Aréchiga Urtuzuáztegui 
Jefe de" la División de Estudios de Posgrado e Investigación. 

Por 1nedio del presente, le iníorrnamos que la Dra. Edna Zoraida Rojas Curiel 
Residente del Sexto año de la Especialidad de Cirugía Pediátrica del I-I.G. C.M.N. ""La 
Raza'", tiene autorización para Titulacion con el artículo de investigación: 
lnmunocstimulación en gastroycvunoanatomosis. Una nueva opción terapéutica. 
Estudio experimental, el cual íuc publicado en la Revista Mexicana de CIRUGIA 
PEDIATRICA Vol. 10, No 1 Enero - Mar-Lo de 2003. 

Asesor 
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lnmunoestimulacion en 
gastroyeyunoanastomosis. Una nueva opción 

terapéutica. Estudio experimental 

RESUMEN. Jnlroducci6n.- La colonización hacteriana en 
gastroyeyunostomí:L"i es frecuente etl asa aferente; b Y ele H:oux tam­
hién presenta colo111z:1cicín. siendo neces:trio evitarlo espccialrr1cnlc 
en portocntcro:-.tnmí:L.;. Material y métodos: .:iO ratas \Vistar. cuatro 
grupos con g:1s1royey11nostomía de f>!oux en Y y cxclusi6n duodcn:tl; 
El grupo A sin mcUic;unenh1. el B Lrimctropín sulf;tmctoxazol, el e 
inmunocstimulantc ural y el U trimetropín sulfamcrox;v.ol }' 0:\1-
89; inocul;lndosc Eschcrichia coli enteropatcígen::.I en :LS::.I aferente; 
2.4 hor:L" después se toman bilis, biopsia r cultivos r prueba de FAS. 
Resulrados: No complicaciones quirúrgicas, grupo A mayor 
incrcmemó de IOO UFC/1111 :1 2.8XI07, B a 7.9XJOS lJFC/ml, C dis­
minuy<í a 8XI04 UFC/ml y J) dis1ninuy<í a 2XI02 UFC/ml, menor 
otclherencia en C. y menor d:tiio que A-B-D. lgA negativa en A y R. 

Vi:J!. 10. No. !, 2003 

U.N.A.IVL 

inhibiciün de a<llwrc11cia ~rupos C y D. Conclusiones: La coloniz:1 
ci<in \'daño en el asa aferente es menor con i11111unoestimulaci<í1. 
que c~n antin1icrohianu. 

Palabras clave: A."ia aforen te: Attaching and effacing; Coloniz:1ci(i11 
bacteriana; Eschcrichia coli cntcropatógena; G:L'itroycyunostomía 
Inn1unoestin1ulación; Roux-en-Y. 

Inmunoestimulation in Gastrojejunum 
anastamosis. A new terapeutic option. 

An experimental study 

ABSTRACT_ Inlroduclion: The haclerial coloniz.ation in v,astro 
jejunoslomy is frequent in :.tfferen1 ham.Jle; the H.oux-en-Y it al.so 
presenL'i colonization, being nccessary to avoicl it especialJy in 
portoenlcrostomy. Material and nierbods: 40 r:.its Wistar. four 
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grollp:-. \\"illl g:1~1n1jl'jt1110:-.t11111y of l~oll~ en Y ami d11rnle11al e:\.clu:-.i1111: 
liroup :\: without mt•dior:ation. H lrinwthoprín sulfa111ctlm:xazoiL'. e 
or:d t )\1-Kl): :u1d l l li"i11w1li11pri11 .,;1iJf:1111etho\:t:t111L" ami 0\1-1-·N: heing 
i11m:ulall'd E.-.~:liL"richi:i coli L"lllL'l"llJ1:1log1.._•11 in :dft'l"L'lll loop;..!--+ liour~ 
\:11t·1 tl1t•v t;1h1..• h1h·. h111p:-.~ a11d 1..:ult1\ alio11:-. a11d h'!'>l of FAS 1VE. 
Results:-.\.111 :-.11rgic:ll c11111plic:1111111:--. gr1111p .-\ i11crl':l"l'd lnn11 JOO 
1FC:/11t!1t1 ..!.SXIO-. [; 10 -·_l).\:J0-11 J-"C/1111. C di1111111:-.hed t1i S.'\JIH 
1 TC:/1111 ;111d JJ il d11111111-.l11•d lo.!\ 111.! llFC/11il. !'>lll:lilt•r adherenn· 
111 C :111tf :-.111:dlt·r d:u11;1ge ihat ,\-1:-Jl. /g.\ neg;tll\l' ill .-\ ;un! H. 
!11liihilio11 ul :11llwre1i.·l· group:-. C :1ml ll. Conclusions: Tlw 
col11111..-::1lio11 :111d d:1111age 111 tl1t· alfL'l"L'lll lnop :1n: -.111:dler wilh 
i11111u11111L•:-1i11111l:llll 1l1 :111 \\ 11 li :1111ic111Jlt'r:1p~ 

/1u/ex words: \lh'n•111 loop, .\ll:id1111g :111d l'lf:tci11)!.; 1-::-.chcrichia coli 
l'l lll'fl 1¡1atl111~L'll ic.:: ( i:1:-.I n IÍl'j llflCl~ltllllY: l tlllllllJll IL'Sli111u lati(ll l: Re IUX­
l'll - 'i. 

--·----·- ---- ------------·---------

INTRODUCCION 

Sl' describen en la literatura din.·1-sas técnic~L"i de dcrivacio-
1a•s 1nL'di:111te g:1stroyl'yt1110;111~1ston1osis. consistiendo es-
1:1s en una :u1aslon1osis e11lrl' el e~lc)111ago y el yeyuno 
pro:xi111al. poco se ha L':-.crilo :tcerca de este tipo de cirugías 
en pacientes pedi:itrico~. ~il'rnlo descritas pri11cipal111e11te 
en le!->iones a nivel del duodeno. causadas por tr:n1111a ab­
doruinal. así co1110 en co111plic:1cio11es asociadas :ti trata-
111iento quirlirg,ico de 111alfon11:1cio11es COl1;4énitas 
duodenales. 1..:. 

L:t :1naston10:-.1:-. e11 'i dL· l\ott\: puede Sl~r utilizada en l:t 
rl'C11nstrucci()11 dl' ,·fa~ hi 1 i:tn~s. dL'ri,·aciones pancreüticas y 
gaslroillll'Sti11:ilL's L!ll caso de ll'~io11es ohstructivas o 
ahlati\·a:-.. 

l.a coinplkaL"ki11 111as frecuente descrita después <le un~t 
derh·~td1í11 l'll Y dL' J\nll\.. se c:iracteriza por dolor ahdo111i-
11al cn)nico. se11sacicj11 de pll'nitud tl'111pr~111a. 11:111sea. \'c)-
1nito pri11cipalint·11tL' poslpr:111c.Hal i111nediato. lo cual ha 
sugerido una oh~trucci1í11 funcional :111in~I del scg111ento 
de Houx L'll Y. produciendo los sínto111as antes descritos en 
l'I _:)O ºn de los ca~os. al actuar corno una ohstruccit)n fun­
cional.' 1

' 

Otra co1uplicaci<)11 es la colanµ,itis que es una infec­
ción del tracto hiliar. ge11cralr11ente h:t sido asociada con 
ohsl rucci6n del conducto hep;ltico biliar con1lin: nn1ch:.L.:. 
de estas infecciones son causadas p1·incipah11ente por bac­
lL'rias entéricas tipo Gr:.tnl ncµ.ath·o, siendo la principal 
Escherichi:1 coli. 

Esta infecciü11 pueue presentarse uesúe una forma tran­
sitoria. a un:.t sépsis letal. ~in c1nharg.o los f:.1ctores que 
co11Jici1111;:u1 la severidad so11 poco conocidos, de acuerdo a 
estudios hacteriológicos en pacientes postoperados de 
hep:.tl<>ycyu11oan:L"to111osis y J>ortoenteroan~L"iton1osis, n1a-
11ifesl:l111.losc con fiebre, di~n1_inuciún del flujo biliar, in­
H 

cre111cntn de las bilirruhinas séricas \" en los casos e.le 
C<>lan~ilis p<>Slopt!rattu-ia te111¡>ra11a de11t1:<1 los ¡lri11u.:'ros lrcs 
n1esL's. es seguida de cese del flujo hi 1 iar y pro~resh·o dete­
rioro de ht funcicln liep~iti ca. 11 1 ~ 

Estudios previos dt• experi1nentacic)11 h:111 re\'l'bdo que 
la atlrninistr:1ciún en fonn:i de inyecciün dL• cepas 11Hte11as 
de E. coli en las plac~L" de J>éyer Ue ra1~1s. <il"•se11c:1tlena11 una 
respuesta de liheraci<Ín de l 1111u1110µ,lohulin~t :\ hili:tr. 11 

h 

O~I Kl) es un liofilizado i11111t11Jt1L·sti111ul:111le el cual ha 
tenido uso en el lr:1l~1111ien1u y prl'Yenci(Jfl de infecci<)n dl' 
\·ías urinaria~. h;bicllllL'nte se encut•11tr:t fon nado por ex­
tractos de Escherichi:t coli 110 es¡wcll ica para ~dµ,tín tipo de 
CSt~L" 

Su 11H.~ca11is1110 de accitin L'~ 111L'specffico. L'!"ti11uila11do 
el sisten1a inn1u11itario asociado a 1nucosas (SL\:\11 de los 
anitnalcs de L'\::jll'ri111t•111;1e.:icí11 y SL'res hun1:1nos. 1.-.1o~r:11ulo 
una esti111ulaciú11 por iµ,ual L'll el sistl'111:1 fagocllico 
1nono1Htcll'ar y el sisll'111a 11HJ1H111uclear fag.ucítico. 

,\!aplicar un ~1ntígl'11n P11 1111:1 ... 11pl.'rficit• dt• 11n1cosa se 
han ohserv:1do :tge11ks 111L'di:ulon•s dl' la i111nt1nid;1el l~ll si­
tios distantes al sitio dt• aplic;1ci<'111 ~in h:thl'r tenido con­
tacto directo con t.:'l i1111111110L'Sli111ula11tt•. 

En estudio~ de fan11acncinética. las fonnas i11111uno 
génicas dt..:'l liofilizado se h:111 dl'tt•ctado L'll s;111gre u11:1 hor~t 
después de la :ld111inistr:tcicj11 or:tl. su ,-id:1 inedia es 111ayor 
tle :.!4 horas. encontr:í.1Hl11st~ la 111arca <le 1\1 X') li~~1da a 
isótopo carbono 1-t en hígado. h:1zo y placa~ de Séller. ,,. 

En es1tulios re:dizados en ralones la ;1d1ninistraci611 
del liofilizado dL• Esclwrichia coli por ,·ía oral" por ,-ía 
paren ter:_il induce la fonn:1cicín de anticuerpos séricos e 
lµ,1\ secretora en contra de los antfµ,cnos espccíl'icos dt.:' 
Escherichia coli..:l)..:J 

Tiene la propit~dad de inducir la proliferaci1ín dL' 
linfocitos B de bazo de rat<">n en culth·o. ~tsí co11H> de 
linfocitos de sangre periférica de lu1111a11os L'll culti\·o. sin 
irnporlarsu especificidad, produciéndose en estos cultin>s 
lgA.'' 

El Tri111etopri1n sulfanll'l<>Xazol co111hin:1ci6n cono­
cida co1110 sulfrL-.; potenciad:L"i. presentan un a111plio espec­
tro <le actividad. co1nport:Í1Hlose con10 haclericid:L..;, con 
una excelente distribución tisular y buenas propiedades 
farn1acoci11élicas y espectro ele accic>n contra t\clinmnyces 
spp .. Actinob:tcillus spp .. 1\ero111011:1s spp .. füinletella spp .. 
l:lrucella spp .. Corynebacteriurn spp., Escherichia coli. 
Fusiformis spp .. Klebsiella spp .. Lysteria Monocytogenes 
spp., ~loraxella Bovis. ~lycohacterium spp., Neisseria spp., 
Nocardia spp., Pasteurella spp., Proteus spp .. Salmonella 
spp., Shigella spp., Staphylococcus spp., (incluyendo cep:L' 
penicilasa + ), Streptococcus spp., (inciuyenúo entcrococos 
y diplococos), y Campylobacter spp. '"· ,-

Ne1·útc11llexica1u1 de Ciru._r.:1U l'edidlric<t 
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MATERIAL Y METODOS 

Se realizó un estudio experimental, comparativo, 
prospectivo, longitudinal; en el Departamento de Micro­
hiología de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, 
del Instituto Politécnico Nacional (1.1'.N.) México, D.F. ye! 
Servicio de Cirugía Pediátrica del Hospital General, Centro 
\Jédicn Nacional La Raza. en el periodo comprendido de 
enero a abril del 2002. 

Población de estudio. 
Cuarenta ratas de la raza Wistar, sanas, con peso de 250 a 
:;oo gr. dividiéndose en cuatro grupos de diez ratas cada 
llllO. 

Los l!,rupos se <livi<lieron de la siguiente nianera: 
El grupo A. no recibic> 111edican1ento alguno, solo fue~ 

ron scunetidas a la ciru~ía e inoculaci6n bacteriana. 

El grupo B recibió 48 horas antes de la cirugía 
Trimetoprín-sulfametoxazol cada 24 horas por vía oral a 
dosis de cinco 111g/kg/<losis rnediante sonda orogástrica de 
alimentaci6n 5 fr. y pre,·io ayuno de 12 horas, se les realizó 
g~L-.;troycyunoanasto111osis en '{ de Houx y exclusión 

-.. 

duodenal, inoculación de bacteri:L~ y una dosis mas del 
medican1ento al tén11ino de la cirugía. 

El grupo C recibió 48 horas antes de la cirugía cada 24 
horas seis rnilignu11os de Ol\1-89 n1e<lhu1te sonda oroµ.;\strica 
de 5 fr. se le realizó el procedimiento quirúrgico y se le 
inocularon las bacterias. se le administr6 al término de la 
cirugía seis n1iligra111os de Oi\.1-89 111ediante sonda 
nro~ástrica. Al <lía siguiente se les to111aron l~L" 111uestras 
descrit::L,;,; y Iue~o sacrificadas. 

El ~1-upo I> recihicl 48 hor::L" antes de la ciruµ,ía a111bos 
111edican1cntos. tri111ctuprin-sulf:u11etnxazol y O:Xl-89 a las 
n1is1nas dosis antes llH!llCionadas n1ediantc sonda 
oro!-!,:.'L-.;trica !i fr: postcrionnente fueron so1netidas :.1 la ci­
rugía e inocuJ;u.:i<:)11 de bacterias; se l~s aJ111inbtra posle­
rior a la cirugía una dosis 1nas de a1nbos n1edic.1n1e11tos y 
sacrificadas al siguiente día pre,·ia torna de 1nuestras. 

Material biológico 

Modelo Animal: I,:at;L' Adultas \\listar de 0.25 a 0.3 Kg 
Cepa Bacteriana: Escherichia coli cnteropatóµ.cna E23"i8/ 
69 cepa tipo de Escherichia coli enternpat6gena (EPEC). 

- - ,,, '. - - -..... ' . ~ 

""'f¡ ... 
·- .. · ... -· 

. ~ . ' . .. . - . 

FJgura l. Gastroyeyuno:inastnmosis en Y de Houx 
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!111111111oes/111111Jacuj11 en gaslro.1·eJ'lllUJt111aslv111osis. llna 1111e1·t1 opcuiu frn1pfiulica. Es/1u/iu <.•xperin1e11/t1/ 
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Figura 2. fnoculació11 hac1t•riana 

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

lnmunoestimulador OM89: Liofili7.ado de Escherichia 
coli.Antibiótico: Trimetoprim Sulfametoxazol suspensión 
oral. 

Técnica Quirúrgica 

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 aplicó crema depiladora y se retiró 
el pelo del abdomen, asepsia con isodine espuma y antisep­
sia con isodine sol11ci<5n. se incidió en Ja línea media, cin­
co centímetros aproximadamente, abordando por planos 
hasta cavidad peritoneal, se identificó estómago, duodeno, 
ligamento de Treitz, se midieron 15 cm a partir del liga­
mento de Treitz y se secciona el yeyuno a través de una wna 
ª"'L'cular; se midieron 30 cm de intestino, realizando en 
este sitio la anastomosis en Y de Roux en un plano con 
prolene 6-0, corroborándose la permeabilidad de esta. 

En forma transmesocólica se asciende el vevuno 
proximal y se realiza gastroyeyunoanastomosis late¡o-la­
teral con prolene 6-0 con puntos de gambee, cerrando la 
boca terminal del intestino ascendido invaginando Ja 

IO 

mucosa con prolene 6-0; se corroboró la permeabilidad y 
ausencia de fuga tanto en la gastroyeyunoanastomosis 
como en la Y de Roux, y a continuación se realiza exclu­
sión duodenal a nivel de unión gastroduodenal con puntos 
simples con prolene 6-0. 

Se cierra el defecto del mesocolon (Fig. 1) y se realiza 
la inoculación bacteriana a nivel de la 2• porción 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 dermalón 

''·.':' 

Figura 3. Aglutinación a IgA secrctor:.L Positiva al cxprn1cr bilis del 
_ J!.rur:>° Ca ~)1':_!_'1d1ia coli. ent_~ratógena CEPEC> 

Re11isla Ale..Yicana de Cirup,la /''edüitria1 



'~~~i"~~~ 
.¡,.,,;·,!· ~ ~~ 

Figura 4. Aglutm:u.:ión franca a la microscopía <le luz, rnítcsc 
:tln>tlednr dt.•I cntcroc1to 

5-0; se ad111inistra analgésico n1ct~unizol intranniscular a 
!Omg/kg/dosis y se mantiene en ayuno 12 horas iniciando 
la vía oral posteriormente con solución glucosada al 5%. 

Todas las ratas fueron nueva111ente anestesiadas al si­
guiente día de la cirugía e inoculadas con la bacteria en 
sala, con luz ultr:ivioleta y campana de flujo laminar, 
tomando primero una muestra del hilio hepático para 
cultivo v un mililitro de bilis a nivel de la tercera porción 
del duo¿leno mediante aspiración con jeringa y aguja para 
detección de lnmunoglohulina A secretora específica para 
E. coli entcropatógena. 

Se to1nó una biopsia de un gramo en el sitio de inocu­
lación bacteriana en el duodeno, dos muestras de un gra­
mo cada una para cultivo y estudio histopatológico a una 

IO"UFC/ML 

10'· 
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'º 
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Figura 5. Inhibicilíll a la adherencia a células llEp-1 en los gru­
pos C y I>. que demuestra ausencia de adherencia al cnterocllo 

distancia de cinco centín1etros }'dos n1as a diez}' 20 centí­
metros de un gramo cada una para cuenta viable de 
bacterias. 

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

Cultivo Bacteriano 

Se inoculó la cepa de EPEC E2348169 en caldo soya 
tripticaseínayse incubó a37º Cdurante 18 a24 horas. Una 
vez transcurrido el tiempo de incubación el cultivo se ajus­
tó a 100 UFC/ml y se inoculó un mililitro en el asa aferente 
de la gastroyeyunoanastomosis en Y de Roux realizada en 
las ratas. 

TMP-OM 89 

Gráfica 1 

Cuenta vi::1ble del asa ::1fcrcnte de In 
gastroyeyunoanastomosis con res­

pecto al tratamiento 

'l'"ES1~ rn"!l.1 
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ATTACHING ANO EFFACING 

SIN TRAT TUP SMX OM-89 

Cuenta viable 

Se extrae un gran10 de rnucosa intestinal a cinco centí1ne­
tros de la unión duodeno gástrica que se coloca en un tubo 
que contenía nueve mililitros de agua destilada, esto con 
la finalidad de realizar una dilución 1: 10; se agita en vortex 
vigorosa111ente. 

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas hasta 
ubtenerdilucione.'<l" 10-2, 10-4, 10-6 v 10-8. De cada dilu­
ción se .tomaron 100 pi y se sembraro~1 por espatulado en 
placas <le agar 1\lac Conkcy 4ue fueron incuha<l:L' a 37º e 
durante 24 horas. 

Este ensayo de cuenta viable se realizó por duplicado. 
l !na vez transcurrido el ticnipo de incubación se procedió a 
cuntarcJ núruero <le colonbL"> con la n1orfolo~ía caracterís­
tica de Escherichia coli. 

Figura 6. Adhl'rencia positiva a células llE-p2 en Ja prueba de FAS 
Nótese en lo!> puntos brillosos 

12 

Gráfica 2 

TMP OM 89 

Procesamiento de órganos 

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

a. Fijación 
b. Deshidratación y transparentación 
c. 1 nclusión definitiva 
d. Desparafinación e hidratación 
e. Tinción hernatoxilina-eosina 

Después de estos procesos las preparaciones se monta­
ron en resina sintética para su observación al microscopio. 

Reacción de aglutinación 

La cepa de Escherichia coli E2348/69 se sembró en agar 
soya triptic:L,eína por estría abierta y se incubó a 37º e 

.4; 

. ··~ ~~ ':¡ ~ ~ .. - ~ 

~-:¿,~~'.E.;~lrf~~-~:~~~~b~ e. ~.:;-~ 
::~~:~!(~~~f~~;, 

Figura 7. Nótese la adherencia de la bacteria al cnterodto y estt! 
como mecanismo de protección pierde las vellosidades y 

fon11a una especie de meseta. 
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durante 24 horas. una vez transcurrido el tiempo de 
incubación se procedió a realizar ul1a suspe1L"iión b:tcteri:u1a 
con solución salina isotónica (0.85%)_ 

Postcrionncntc en un portaobjetos ~e colocaron 500µ1 
de esta suspensión)' 500pl de bilis de las ratas en estudio se 
mezclaron y se obse1-vcí si se ! levaba a cabo un reacción de 
aglutinación_ Como testigo negativo se colocaron 500 µI 
de solución salina)' 500 µI de bilis. 

Preparación de Cultivo Celular 

En este trabajo se utilizó línea celular HEp-2 (células de 
Epitelioma de Faringe Humana) que fue crecida con Mí­
nimo Esencial de Eagle (MEi\1), suplementado con 10% de 
suero fetal bovino (SFB), 2mM de L-glutamina, bicarbo­
nato de sodio al 4.4%, una solución de penicilina-

Graflca 3 

TMPOMB9 

cstrcpton1icina (PES) a una concentración de 100 U y JOO 
g por mililitro respectivamente. 

Las células fueron propagadas en botellas de plástico 
de 25 cm2 con el medio MEM )'fueron incubadas a 37º C 
en una atmósfera de COZ, h:L~ta que se obtuvo una con-
11 uencia del 100%_ 
Una vez obtenida la monocapa de células en las botellas, 
se procedió a lavarlas con una solución de verseno al 0.5~6 
después de retirar dicha solución se le agregó un ¡nililitro 
de tripsina al 0.025 % con la finalidad de desprender las 
células de la botella, una vez desprendidas las célul:.-IS fue­
ron re!iuspendida.s en l'VIEM según sea el caso. 

A continuación se colocaron 500 microlitros de dicha 
suspensión en cada uno de los pozos de una microplaca de 
24 pozos que contenía un cubreobjetos redondo estéril de 

ADHERENCIA A LA PARED INTESTINAL 

10 Gráfica 4 
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Figura 8. L:t ílccha sefiala la pérdida total de la constitucilín nor­
m:II dL" I:t ... n·lln'>id:1de~ intL''>tin:dl'S. :1pl:m:indose. per.;i5tfrndn 

b h:u.:lt~ria at.lhcrid:i al t•nterocilo 

13111111 de diámetro, enseguida se incubó a 37º C con una 
tensión de CO'.?. del 5% hasta alcanzar una confluencia del 
70 al 90%. 

Ensayos de adherencia a células HEp-2 

Una vez que se obtiene la confluencia antes especificada se 
retiró el medio y se colocó l\!EM-SFB y 100 microlitros de 
D-111anosa al 1 % en PBS, por último se adicionó una gota 
del cultivo de bacterias (Cravioto et al 1979 y Zepeda 
el al 1995 l."·'" 

Las 1nicroplacas se i11cubaro11 a 3711 C en una at1nósfera 
al 5% de C02 duranté tres ó seis horas, dependiendo del 
ensayo. Al término de este tiempo se desechó el medio de 
cultivo de cada pozo. se lavó tres veces con PBS IX y se adi­
ciomí una gola de metanol absoluto frío para fijar las 
bacteri:L'i al a preparación. 

La tincic>n de las l::uninillas se realiz.ó con Gie1nsa y se 
111onlaro11 en portaobjetos sobre resina sintética. Corno tes-

Figura 10. En las imágenes superiores obst~rvesc t.d dallo del 
epitdio lnlcsli11a.l y en la.5 i1náµ,cncs inferiores la destrucción 

total celular a !~1:__ ~~.!~rosc<_>pía ~~ctrdnica __ _ 

Figura 9. l\1ecanismo de r\ttachi11g ~111d Effacing LVE>. un.! vez 
dt·struidn ('l (•ntL'roriTo y<>!!.., \"t•llosid:tdl'..;, 1:1 h:1c-h•ri:1 :l\':111;-:1 t..'Tl 

fon11a :1~n·ndt~11te J111pl:111t;í11du~e t•11 el entL•rocito s1g11ie11:e 

tigos negativos se utilizaron: 1) laminillas de célulat. sin 
inocular, 2) laminillas de célubL' con cepas no :ulhere1>tes 
(Ni\). Escherichia coli Kl 2C600. 

Ensayos de Inhibición de la adherencia a células 
HEp-2 

Se realizó el ensavo de adherencia como se describió anl<"­
riorn1cnte. sin e1~1bargo antes de colocar a l~l bacterias~ 
colocó bilis y después se siguió el ensayo como se indic1• 
previamente, esto con la finalidad de saber si en la bilis 
existe lgA secretora que pueda inhihir la adherencia de las 
bacterias. 

Detección de la lesión de Attacbing and Effacing 
con la técnica de FAS (Fluorescent-Actin Staining) 

Se realizó la técnica de FAS descrita por Knu~ton y col. en la 
cual el Se!!,mento de intestino extraído y las laminillas del 
cultivo celular se fijaron en fonnalc.lehfrJo al 3'X, durante 

~~~ · ... 

-~;~t:~5~;,·.·~_:y~~;~·-
. ·,··:?·~ 

Figura 11. Actina F polin1crizada en el epitelio inlL~linal 
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Figura 12. Gran cantidad <le Actina F polimcrizad:t a lo 
largo de todo el Epirclio celular 

20 n1inutos. Posteriom1entc se pern1eabilizaron con Tritón 
X-100 al 0.1 % en PBS durante cinco minutos. Al término 
de este tiempo se lavó tres veces con PBS y se procedió a 
teñir con un conjugado de falotoxina-FITC por 20 minu­
tos. 

L:tS preparaciones se lavaron tres veces con PBS y por 
último se adicionó PBS-glicerol como conservador. Las pre­
paraciones se observaron con luz ultravioleta en un mi­
croscopio de epilluorescencia en los aumentos 40X y 1 OOX 
(Knutton et. al. 1989)." 

Análisis estadístico 

Mediante Anrtlisis de ANOVA se analizaron el sexo, peso, la 
colonización en el sitio de inoculación y la colonizaci6n 
bacteriana observada a cinco centímetros del sitio de ino­
culación_ 

Se aplico la Prueba exacta de Fisher para evaluar la 
colonización del hilio hep:ítico, al!aching and effacing 
(A/E) en la pared intestinal, reacción de aglutinación en 
presencia de E coli y bilis conteniendo lgA secretora contra 
Escherichia coli enteropatógena, adherencia bacteriana a 
la pared intestinales y adernas en un segundo anáJisis 
paraANOVA se realizó, adherencia a células Hep-2, e inhi­
bición a adherencia a células HE-p2. Se considero signifi­
cativa cuando pes menor a0.0001 (P=< 0.0001) 

RESULTADOS 

Los cuatro grupos de ratas sobrevivieron a la cirugía y a la 
inoculación bacteriana. no presentándose dehiscencia de 
las anastomosis gastroyeyunales ni en la Y de Roux. Se 
observaron las asas con buena coloración y permeabilidad 
presente. 

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

Vol. /O, No. l, 2003 

inoculación y la colonización a cinco centín1etros fueron 
significativas (p > .0001). 

Al realizar la cuenta viable promedio se obtuvo que el 
grupo /\ obtuvo la mayor cantidad de UFC/ml ya que se 
observó un incremento de 100 UFC/ml hasta 
2.8XI07(Gráfica 1). 

En los cortes histológicos se observó en el grupo A una 
mayor colonización y daño a las células epiteliales del 
intestino en cornparaciún con los den1=.io; gnrpos. siendo el 
grupo Del de menorcoloniz:1ción bacteriana y menordafio 
en las células epiteliales. 

1.a prueba de FAS reveló que tanto en el grupo A y B se 
observó un mayor número de bacterias adheridas provo­
camlo daño a la célula epitelial e.le manemsignificaliva.(N 
E).(p >.0001 ). 

En el grupo D la adherencia bacteriana fue menor que 
en los grupos A y B pero mayor a la encontrada en el C. Con 
una p > .0001. (Grafica 2) 

En las aglutinaciones al retar el líquido biliar contra 
la bacteria , en el grupo/\ y B fueron negativas mientras 
que en los grupos C y D(p NS) se encontró positiva (Fig. 3 y 
4).Al comparar Ay B contra C y D se obtiene significancia 
(p>0.0001). (Grafica 5) 

En los ensavos de inhibición de la adherencia a células 
HEp-2 encontr;mos una inhibición con la bilis de los gru­
pos CyD. 

En la adherencia que presentan los grupos A y B, la 
prueba de FAS es positiva. Al comparar los grupos Ay B con­
tra C y D se encontro significancia(p>.0001) ( Fig. 5 y 6). 
(Grafica4) 

Finalmente, los cortes del asa aferente nos muestran a 
la bacteria adherida al enterocito (Fig. 7 y 8) y el daño que 
está por la bacteria. (Fig. 9 y JO) 

En los estudios histopatológicos para observar la adhe­
rencia bacteriana a la pared intestinal, no hubo signifi 
cancia al comparar los grupos A y B(p 1.0), por un lado y C 
y D(p .0.86), mientras que al comparar los grupos e y O 
contra Ay B si hubo significancia (p >.0001), valiendo la 
pena mencionar que si se observó cierta adherencia en el 
grupo D, no así en el grupo C. 

DISCUSIÓN 

Como ha sido descrito por Flores y cols., se observó dilata­
ción leve del asa aferente en caso del duodeno excluido, lo 
cual facilita la translocación bacteriana en la evolución 
natural de los pacientes sometidos a este procedimiento. 

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

Con los resultados obtenidos por observación directa y 
estadística1nente analizados consider~unos el liofilizado 
de Escherichia coli una buena alternativa en aquellos pa­
cientes so1ncti<los a gastroycyunoan:L'>ton1osis, portocnteru 
anastomosis y hepáticoyeyunoanastomosis para evitar la 
colonización <lel asa afcrl .. nte val cvi tarse esto, se evita la 
colonización del portahepalis.· 

Los resultados obtenidos son interesantes porque ade­
m:ís se evita la :1dherencia bacteriana a la pared intestinal, 
lo cual no evitaría ningún antirnicrobiano a <losb tcra­
péutic:L< o profilácticas. esto por las observaciones obteni­
Uas Je) ~rupo 11 c11 el qut: las hactcna~ !-.~adhirieron a la 
pared intestinal, condicionando reinrección fácil, y persis­
tencia del factor de adherencia de la bacteria al enterocito, 
esto es, que aún cuando el antibiótico destruya las bacte­
rias, el factor de adherencia continuaría enviando la seí1al 
al enterocito de su pre.....,.cncia y este en defensa 111odifica su 
estructura forn1ando 1n~tas por polin1eración de la actina 
I~ aplanando vellosidades . facilitándose el :L~censo de la 
bacteria a través del asa aferente mediante el fenómeno de 
Allacbi11.~ and Ff[Júcing. 

Lo anterior nos ha detenido a pensar que algo i1npor­
tanle <le <..~le estudio .:s que hc1nos encontrado la fonna ele 
evitar la colonización del asa aferente, siendo aplicable 
ta111bién para evitar la colangitfs a.'icendcnte en pacientes 
con portoenteroanasto1nosis secundario a síndron1e de asa 
aferente, que ocurre por proliferación bacteriana, princi­
palmente por Escherichia coli enteropáto~cna en Jos pri-
111crosseis n1escsde vida, sin embargo co1no ya se ha rnen­
cionado, este trabajo da lugar a la realización de nuev'L' 
líneas de investigación experin1ental, con un liofilizado 
mas específico para Escherichia coli enteropátogena 
(EPEC), evitando daño a la flora bacteriana intestinal 
normal. 

En conclusión la utilización del inmunomodu lador 
es muy importante para evitar Ja colonización bacteriana 
del asa aferente en la gastroyeyunoanastomosis en Y de 
Roux o en cualquiera de la• variantes en que se utiliza la Y 
de Roux tomando en cuenta las observaciones previamente 
comentadas. 

PERSPECTIVAS 

El presente trabajo resultó satisfactorio porque inhibió la 
adherencia bacteriana. pero existe la posibilidad de que la 
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IgA de tipo secretor además de inhibir la adherencia de un 
patógeno como EPEC. también pueda inhibir la adheren­
cia de Escherichia coli componente de la microhiota nor­
n1al presente en el intestino. trayendo con10 consecuencia 
un daño posterior. 

Sería necesaria la creación de un inmunomodulador 
específico para EPEC y así realizar el experimento en una 
situación más favorable hacia el paciente. 
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