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RESUMO

van der Heiden KM. Translocacao bacteriana na isquemia- reperfusédo hepatica
com e sem estase venosa intestinal : estudo experimental em ratos [tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;2007. 81p.

Atualmente, define—-se como translocacdo bacteriana o deslocamento de
bactérias e/ou seus produtos, como as endotoxinas, da luz do TGl para sitios
estéreis. A ocorréncia de translocagdo bacteriana tem sido sugerida em
diversos estudos experimentais e clinicos. Apesar de todos estes estudos
sustentarem a hipdtese da ocorréncia de translocagao bacteriana, eles nao
demonstram que a bactéria detectada no sangue e em sitios estéreis tem
efetivamente origem no TGI do animal ou paciente. Portanto, o objetivo da
primeira fase deste trabalho, consistiu no desenvolvimento de um modelo
experimental que comprovasse que bactérias isoladas em sitios estéreis sao
realmente de origem intestinal e que pudesse posteriormente viabilizar o
estudo da translocacdo bacteriana. Para isto, realizou-se a colonizagao de
ratos através da inoculagédo, via gavagem, de solugdo de Enterococcus
faecalis resistente a vancomicina (ERV) e E. coli produtora de p-lactamase de
espectro estendido (ESBL). O perfil de resisténcia destas cepas foi utilizado
como marcador. Posteriormente, este estudo avaliou a translocacéo
bacteriana em ratos submetidos a isquemia-reperfusdo hepatica com e sem
estase venosa intestinal, utilizando o modelo de colonizagdao. Quarenta e seis
animais foram divididos nos seguintes grupos: Grupo | (n=15) ratos
submetidos a isquemia hepatica e estase intestinal por 30 minutos, e 1h de
reperfusdo; Grupo Il (n=15) ratos submetidos a 30 minutos de isquemia
hepatica parcial sem estase intestinal, e 1h de reperfusao;Grupo Ill (h=8) ratos
controle que apenas sofreraam manipulagao cirurgica e Grupo IV (n=8) ratos
controle ndo cirurgico. Os grupos foram analisados em relagdo: a ocorréncia
de translocacéo bacteriana; propor¢ao de animais com crescimento da cepa
pré-definida de ERV e E. coli ESBL, por 6rgao ou tecido; Concentragao de
LPS no sangue portal e sistémico. Os resultados obtidos evidenciaram
presenca marcante de crescimento microbiolégico positivo para cepas
inoculadas na maioria dos 6rgados ou tecidos analisados nos diferentes
grupos. Desta forma, conseguimos comprovar que a bactéria detectada em
sitios estéreis tem efetivamente origem no TGl daquele animal. A
translocacdo de bactérias, para os o6rgdos solidos, ocorreu com maior
frequéncia nos ratos submetidos a isquemia e reperfusdo com estase
intestinal. A translocacdo bacteriana para o pulmao ocorreu com maior
freqUuéncia nos grupos cirurgicos, inclusive controle, do que no controle ndo
cirurgico. A translocagcdo de endotoxinas, medida pela concentragao
sanguinea sistémica, ocorreu com maior intensidade nos ratos submetidos a
isquemia e reperfusdo hepatica com estase intestinal. N&do houve diferengas
entre 0s grupos quanto a propor¢ao de animais com cultura positiva no
sangue sistémico e porta e concentragdo de endotoxinas no sangue porta.

Descritores: 1.Translocagao bacteriana 2.Isquemia 3.Reperfusao
4.Endotoxinas  5.Enterococcus faecalis 6.Escherichia coli 7.Modelos
experimentais 8. Ratos Wistar



SUMMARY

van der Heiden KM. Bacterial translocation in liver ischemia-reperfusion injury
with and without intestinal venous stasis — experimental model in rats [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2007. 81p.

Bacterial translocation is defined as the passage of viable bacteria and/or
their products, such as endotoxins, from inside the gastrointestinal tract (GIT)
to normally sterile sites. Experimental studies demonstrate that increase of
the permeability of the intestinal mucosa and other conditions such as
intestinal bacterial overgrowth or host immune deficiency may be associated
with this phenomenon. The occurrence of bacterial translocation has been
suggested in some experimental and clinical studies. Although all these
studies sustained the occurrence of the bacterial translocation but they did
not demonstrate that it has effectively origin in the TGI of the animal or
patient. The first objective of this study was to develop a GIT colonization
experimental model in rats with resistant Enterococcus faecalis (E.faecalis)
and E.coli, to be used in further studies of bacterial translocation intending,
The resistance profile of these strains is used as a marker. Afterwards, this
study evaluated the bacterial translocation in rats submitted to hepatic
ischemic-reperfusion with or without intestinal vein stasis. Forty six animals
were used as follows: Group | (n=15) mice submitted to ischemic hepatica
and intestinal stasis for 30 minutes, and 1h of reperfusion; Group Il (n=15)
mice submitted to partial ischemic hepatica for 30 minutes without intestinal
stasis, and 1h of reperfusion; Group Ill (n=8) control of mice which only
suffered surgical manipulation and Group IV (n=8) Group of mice without
surgical control. The groups were analyzed concerning: the occurrence of
bacterial translocation; proportion of animals with predefined ERV and E.Coli
ESBL growth increase per organ or tissue; LPS concentration in the portal
and systemic blood. The results demonstrated remarkable appearance of
positive microbiological growth for inoculated stains mostly in the analyzed
tissues within the different groups. By this way, we were able to prove that
the bacteria present in sterile sites have effectively their origin in the TGI of
that animal. The bacteria translocation in solid organs occurred frequently in
group | submitted to the ischemia-reperfusion with intestinal stasis. The
bacterial translocation in lung occurred more frequently in the surgical groups
including chirurgical control. The endotoxin in systemic blood concentration
occurred more intensively in group | submitted to the ischemia-reperfusion
with intestinal stasis.

Descriptors: 1.Bacterial translocation 2.Ischemia-reperfusion 3.Endotoxin
4.Enterococcus faecalis 5.Escherichia coli 6.Experimental model 7.Wistar
Rat
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Atualmente, o trato gastrintestinal (TGI) é reconhecido ndo so6 pelo
seu papel na digestdo e excregcdo de alimentos, mas também como um
orgao metabdlico e imunolégico. Ele possui uma barreira fisiolégica eficaz
composta por varios componentes que, em condigdes fisioldégicas, mantém
bactérias e seus produtos, como as endotoxinas, no lumen intestinal,
enquanto permite a absorg¢ao de nutrientes. Em condi¢bes normais, o lumen
cecal apresenta uma concentragdo bacteriana por volta de 10'?
microrganismos por mL de fezes, enquanto o sangue do sistema porta e os
linfonodos mesentéricos sado estéreis, sugerindo a existéncia de um
mecanismo de defesa eficaz contra a invasdo de microrganismos.’?
Diversos fatores, como suco gastrico, enzimas pancreaticas, bile, muco,
peristaltismo, tecido linféide associado ao intestino e uma barreira celular
composta por uma camada de células epiteliais colunares simples,
interpostas por células especializadas como linfécitos e células M, estao
envolvidos neste mecanismo de defesa.>

Entretanto, qualquer alteracdo nesta barreira pode predispor ao
aumento da permeabilidade intestinal, tornando possivel a passagem de

1.>4 Wolochow et al

bactérias e endotoxinas através da parede intestina
(1966) denominaram esta passagem como translocacdo bacteriana.’® Berg e

Garlington (1979) definiram translocagao bacteriana como a passagem de
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bactérias nativas viaveis do TGl para os linfonodos do mesentério (LNM) e
para outros sitios extra-intestinais.® Atualmente, define—se como
translocagao bacteriana o deslocamento de bactérias e/ou seus produtos,
como as endotoxinas, da luz do TGl para sitios estéreis.”®°

Estudos experimentais demonstram que, além do aumento da
permeabilidade da mucosa intestinal, outras condigbes como
sobrecrescimento bacteriano intestinal ou deficiéncia na imunidade do
hospedeiro podem estar relacionadas com a ocorréncia da translocagao
bacteriana. 1% 1112

A luz do trato gastrintestinal contém uma grande variedade de
bactérias aerdbicas e anaerdbias préprias. A concentracdo destas bactérias
varia ao longo do TGl, sendo que a regiao intestinal proximal e do estdmago
possui uma escassa populagao bacteriana. Em contrapartida, a regido distal
do ileo possui uma contagem total correspondente a 102 microrganismos por
mL, e apds a valvula ileo-cecal esta concentragdo aumenta para 10"
microrganismos por mL.'? Esta microbiota propria exerce um importante
papel na prevengcdo da colonizagdo por microorganismos patogénicos
exdgenos.? 2 Diversos fatores estdo envolvidos no mecanismo regulatério
das populacdes desta microbiota, formando micro ambientes onde bactérias
facultativas, por exemplo, passam a utilizar oxigénio, criando assim um meio
apropriado para o crescimento de anaerdbios obrigatérios, que ocupam o
espaco reservado das células epiteliais, limitando a fixacdo de bacilos Gram-

negativos potencialmente patogénicos aos enterdcitos.”'® Deste modo,
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qualquer alteragado na concentragao bacteriana desta microbiota proporciona
falha neste mecanismo de resisténcia.

Terapias com antibiéticos, como também algumas doencgas, podem
ocasionar alteragbes da microflora intestinal. Geralmente, nestes casos, ha
um sobrecrescimento significativo de bactérias no TGI proximal, fato que
parece contribuir para a ocorréncia de infeccdes nosocomiais.’* Estudos
experimentais também demonstram que o sobrecrescimento bacteriano
pode estar intimamente relacionado com a translocagao bacteriana. '

Sob condigdes normais, a bactéria é fagocitada antes de atingir os
linfonodos mesentéricos ou os vasos linfaticos.’® Acredita-se que em
individuos imunodeprimidos o organismo torna-se incapaz de lidar com a
quantidade de bactérias presentes, permitindo assim o ingresso e a
sobrevivéncia destas bactérias em um sitio extra-intestinal distante.

Estudos em camundongos mostram que a ocorréncia de translocagao
bacteriana é mais comum em atimicos quando comparados a animais
controle, sugerindo um papel especifico da imunidade mediada por células T
na inibicdo da translocacdo.! Agentes imunossupressores tém sido
associados ao aumento na translocacdo de bactérias para linfonodos
mesentéricos em roedores, e doengas hematologicas tém sido associadas a
aumento na translocagdo em humanos, sugerindo que o mecanismo seja
uma manifestagdo de imunossupressao.'*"

A translocacdo bacteriana € consequéncia de um processo
inflamatdrio intestinal local, em que ha produgcdo de mediadores que

exacerbam a resposta inflamatéria sistémica e promovem alteragdes
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metabodlicas e circulatorias. Diversas substancias, como TNF-a, interleucinas
(IL-1, IL-4, IL-6, IL-8) e outras citocinas, prostaglandinas, prostaciclinas,
oxido nitrico e proteinas inflamatérias de macrofagos (MIP) sao liberadas em
decorréncia do processo inflamatdrio intestinal local e estes mediadores,
como também as endotoxinas, desencadeiam no organismo reagdes
inflamatorias em 6rgaos distantes, que podem culminar com a Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) e com a Sindrome da Disfuncéo de
Multiplos Orgaos.'®1°

Com a evolugao no conhecimento dos mediadores quimicos e de
seus mecanismos de acgao, tornou-se necessaria uma reavaliacdo dos
papéis do agente infeccioso e do hospedeiro frente a resposta a infeccéo e
inflamacéao, surgindo entdo um paradigma que aponta uma atencédo néao
mais s6 ao agente infeccioso, mas também a resposta do hospedeiro.*

A ocorréncia de translocagcdo bacteriana tem sido sugerida em
diversos estudos experimentais e clinicos.?'?> Ha descrigdes em grandes

|’23

cirurgias abdominais, como cirurgia de aorta abdomina resseccao

hepatica e transplante de figado;?*?*?%?" no choque;?®*?° no fendmeno de
isquemia e reperfusdo; '°*° em queimadura;***> no trauma;**3* no
35,36

tratamento com drogas imunossupressoras e na sepse.’”*® Marshall
et al.,, 1993, demonstraram que mais de 90% dos pacientes com quadro
infeccioso apresentaram pelo menos um episédio com isolamento de
microorganismo simultaneamente presente no TGl proximal.*®* Em outros

estudos, bactérias presentes na flora intestinal também foram

correlacionadas a agentes microbianos isolados em pacientes sépticos,
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sugerindo ser o intestino um possivel reservatorio bacteriano que causa a

4041 Quanto ao aspecto

infecgcdo sistémica por meio da translocacéo.
microbiolégico associado a pacientes com sepse, um significativo
percentual tem como fator etiolégico as bactérias Gram-negativas da

42,43,44,45

familia Enterobacteriaceae, sendo o0s @géneros Enterobacter

cloacae*® e Escherichia coli (E. coli) referidos como os mais

freqlientes.'*4041

Nestes casos, mais uma vez, a semelhanga entre
bactérias isoladas no foco séptico e bactérias presentes no TGI alto,
embora ndo comprove, sustenta a hipétese do intestino ser o foco de
disseminacéo de microorganismos.® 44!

Apesar de todos estes estudos sustentarem a hipdtese da ocorréncia
de translocacao bacteriana, eles ndo demonstram que a bactéria detectada
no sangue e em sitios estéreis tem efetivamente origem no TGl daquele
animal ou paciente. Portanto, ha necessidade de se estabelecer um modelo
experimental que comprove que bactérias isoladas em sitios estéreis séo
realmente de origem intestinal e que viabilize o estudo depurado da
translocagao bacteriana.

Existem, aparentemente, duas vias de translocagdo: a via porta ou
hematogénica e a via linfatica.'®4*849%0 pela via porta, as bactérias
intestinais alcangcam a microcirculagao hepatica através da veia porta, sendo
disseminadas para outros 6rgaos pela circulagdo sanglinea. Pela via
linfatica, as bactérias presentes no liquido intersticial do intestino seriam

carregadas na linfa aferente até os LNM, os quais conduzem a linfa para o

ducto toracico, atingindo finalmente a circulagao sistémica.
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Na via hematogénica de translocacdo, o eixo figado-intestino
representa um dos sistemas de defesa da barreira intestinal. Este sistema
parece atuar principalmente contra a passagem de endotoxinas, pois estas
sdo0 normalmente clareadas pelo sistema reticuloendotelial hepatico.®’ Em
situagdes de lesdo hepatica isquémica este processo de clareamento pode
ser comprometido.

A lesdo de isquemia-reperfusao (IR) hepatica pode ocorrer em
algumas situagdes da pratica clinica e cirurgica, como no trauma hepatico,
nas cirurgias de resseccdo hepatica e no transplante de figado.?*2%527 A
lesdo de IR é caracterizada por um periodo variavel de isquemia do 6rgao,
com agravamento da lesdo hepatocelular apds a revascularizacdo.>® Ela
promove alteragdes estruturais no hepatocito. Apds 20 minutos de isquemia,
encontram-se lesdes em organelas dos hepatocitos, que se acentuam aos
30 minutos,® e apés 60 minutos ha evidéncias de lesdo histoldgica
permanente.®® Apds 90 minutos, o figado sofre alteracdes funcionais que
podem aumentar a morbidade e a mortalidade do paciente.*

No processo de reperfusao, inicialmente ha ativacdo das células de
Kupffer com produgcao e liberacdo de espécies de oxigénio reativo, que
lesam diretamente as células. Nesta fase, observa-se alteracdo da
microcirculagdo,’”*® devido ao edema e & vasoconstricdo, com estagnagao
de leucécitos e agregacao plaquetaria. Em proxima fase, mais tardia, além
da maior ativacdo das células de Kupffer, ha ativacdo de neutrdfilos e

liberacdo de moléculas inflamatdrias que amplificam o processo de lesao

hepatocelular.®®
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Estudos que avaliem a ocorréncia da translocacdo bacteriana nos
processos de isquemia-reperfusdo hepatica e a distingam do fenémeno
decorrente de outros fatores freqlientemente associados, como estase
intestinal e manipulacéo cirurgica abdominal, podem auxiliar no manejo de

pacientes sob risco.



2. OBJETIVOS
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1.

Desenvolver modelo experimental de colonizagao de ratos com cepas de
bactérias fenotipica e genotipicamente pré-definidas, para propiciar

estudos de avaliagado da translocagao bacteriana.

Identificar e comparar a translocacédo bacteriana em ratos submetidos a

isquemia-reperfusao hepatica com e sem estase venosa intestinal.



3. METODOS
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3.1 PARTE | - COLONIZACAO DOS ANIMAIS

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 4 a 6 semanas (Rattus
norvegicus), pesando entre 300 e 350 g. Os animais foram mantidos no
Laboratdrio de Investigacao Médica do Servigo de Transplante e Cirurgia do
Figado (LIM 37) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), em biotério especifico, em gaiolas
individuais com fundo de malhas largas para reduzir coprofagia, que foram
trocadas diariamente. Eles foram alimentados com racgao para roedores e

receberam agua ad libitum.

3.1.2 Fases do Processo de Colonizagéo

O processo de colonizagao ocorreu em trés etapas (Figura 1):
Fase | — Descolonizagao da flora intestinal habitual dos animais
Fase Il — Inoculacéo de cepas bacterianas pré-definidas

Fase Il — Determinagao do tempo ideal de colonizagao pés-inoculagao
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< Terapia Antimicrobiana >

Inoculagéo de
bactérias conhecidas

Inicio dos antibidticos Inicio da avaliagéo
da colonizagao

SN

| !
0 2 3 dias
i i Tt 1
Colheita fezes
_ —— -
FASE | k_Y_} \ Y )

FASE Il
FASE Il

Figura 1 - Fases do processo de colonizagdo dos ratos com cepas de

Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (ERV) e Escherichia coli
produtora de p-lactamase de espectro estendido (ESBL)

3.1.2.1 Fases | e Il - Descolonizacao e Inoculacdo de cepas bacterianas

conhecidas

Microorganismos

Foram utilizadas cepas de Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina (ERV) e E. coli produtora de B-lactamase de espectro estendido
(ESBL), isoladas de humanos, procedentes do Laboratério de Investigacao
Médica de Microbiologia (LIM 54) do HCFMUSP. As cepas foram cultivadas
em placas de agar-sangue de carneiro e, posteriormente, foram realizados

subcultivos em caldo BHI (Brain Heart Infusion) a 35°C por 18 horas. As
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concentracgodes inibitérias minimas (CIM) das cepas foram determinadas por
microdiluicdo em caldo, conforme documento aprovado pelo Clinical

Laboratory Standards Institute (CLSI).%°

Antibiéticos

Antes da inoculagéo e colonizagao dos ratos, programou-se o0 uso de
antibidticos sem espectro contra as cepas a serem utilizadas. Definiu-se,
portanto, o uso oral de vancomicina e ceftriaxona, iniciando-se 7 dias antes
da inoculacédo e mantendo-se durante todo o experimento.

Inicialmente, os ratos receberam agua contendo 250 ug/mL de
vancomicina®' e 1,4 mg/mL de ceftriaxona diariamente, sendo esta ultima
determinada de acordo com dados de doses terapéuticas para ratos.®? Ao
longo dos experimentos estas doses foram ajustadas, baseadas nos
resultados do crescimento microbioldgico, no intuito de inibir o crescimento

de outros microrganismos e permitir o crescimento das bactérias inoculadas.

Quantidade inicial de bactérias inoculadas

No primeiro dia de cada experimento (dia zero) cada animal recebeu,
via gastrica,’’ uma dose individual de 6 mL da suspensdo bacteriana,
composta por 3 mL de suspensido de ERV e de 3mL de suspenséao de E.
coli ESBL, com concentragdo final de aproximadamente 2x108UFC/mL. A
concentracido do indculo, da mesma forma que a dose dos antibidticos, foi

ajustada no decorrer dos experimentos.
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3.1.2.2 Fase lll - Determinagéo do tempo ideal de colonizag&o

Para avaliar o melhor tempo de colonizagdo, a partir da inoculagao
(dia zero), foram colhidas, em 24, 48 e 72 horas, amostras frescas de fezes
de cada animal e submetidas a analise microbioldgica.

As cepas de ERV e de E. coli ESBL recuperadas dos animais foram
consideradas como sendo as cepas inoculadas, baseando-se na
similaridade das caracteristicas fenotipicas (provas bioquimicas e testes de
susceptibilidade a antibidticos) e genotipicas (tipagem molecular
determinada pela técnica de eletroforese de campo pulsatil - PFGE).

O tempo ideal de colonizacdo foi determinado pelo melhor dia de

crescimento bacteriano das amostras de fezes.

3.1.3 Variaveis a serem definidas

As seguintes variaveis foram analisadas, em experimentos repetidos,
para se obter colonizagdo adequada:

— Doses dos antibidticos

— Quantidade de bactérias inoculada

— Tempo ideal de colonizagao pds-inoculagao.
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3.2 PARTE Il - ESTUDO DA TRANSLOCACAO BACTERIANA

3.2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 4 a 6 semanas (Rattus
norvegicus), pesando entre 300 e 350 g, previamente colonizados com
cepas especificas de ERV e de E. coli ESBL. Os animais foram mantidos no
LIM 37 do HCFMUSP, em biotério especifico, em gaiolas individuais, nas
mesmas condigbes descritas no estudo da colonizagdo. Eles foram

alimentados com ragao para roedores e receberam agua ad libitum.

3.2.2 Grupos de estudo

Programou-se a inclusdo de 46 animais, divididos nos seguintes

grupos:

Grupo | - 15 ratos submetidos a isquemia hepatica e estase intestinal por
30 minutos, e 1h de reperfusao.

Grupo Il - 15 ratos submetidos a 30 minutos de isquemia hepatica parcial
sem estase intestinal, e 1h de reperfusao.

Grupo lll - 8 ratos controle cirurgico — apenas manipulagao cirurgica.

Grupo |V — 8 ratos controle nao cirurgico.
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3.2.3 Método operatoério

Todos os animais foram anestesiados por via intramuscular com
cloridrato de cetamina 5% (Ketalar®, Cristalia, Sdo Paulo, SP), na dose de
30 mg/kg, e éter. Durante todo o procedimento, o animal foi aquecido com
lampada halogénica de 45W e 127V. A temperatura corpérea foi mantida
entre 35 e 37°C.

Foi realizada laparotomia mediana, estendendo-se por
aproximadamente 4 cm, a partir do apéndice xifoide.

Nos animais do grupo |, o pediculo hepatico foi isolado e ocluido com
pinca microvascular atraumatica, proporcionando isquemia hepatica
associada a estase sanguinea intestinal. Nos animais do grupo Il, fez-se o
isolamento e oclusdo do pediculo hepatico comum dos lobos mediano e
antero-lateral esquerdo, proporcionando isquemia hepatica parcial. Esta
técnica permite a drenagem venosa portal, proporcionando uma avaliagao
mais especifica das lesdes e consequéncias dependentes do processo de IR
hepatica.®®®* Nestes grupos, a incisdo abdominal foi fechada para evitar a
desidratacdo do animal. Apdés 30 minutos de isquemia quente, o abdome foi
reaberto e a pingca removida, permitindo a reperfusdo dos lobos hepaticos
isquémicos. A incisdo foi novamente fechada com sutura continua, e
reaberta apds 60 minutos (tempo de reperfusédo) para colheita dos materiais.

Os animais do grupo controle cirurgico, grupo lll, foram submetidos
aos mesmos procedimentos cirurgicos descritos para os grupos | e Il, exceto

a oclusdo do pediculo hepatico. Os animais do grupo controle nao cirurgico,
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grupo IV, foram somente anestesiados, e submetidos a colheita de material

em tempo idéntico ao dos demais grupos..

3.2.4 Colheita de material

A colheita de material, nos grupos | e Il, foi realizada 1 hora apds o
periodo de reperfusdao hepatica e intestinal, e nos grupos controle Ill e 1V,
apo6s periodo idéntico ao de isquemia e reperfusdao correspondente aos
grupos experimentais.

Foram coletados de todos os animais: 3 mL de sangue, sistémico e
porta, para hemocultura e dosagem de endotoxinas; fezes e fragmentos de
intestino grosso, intestino delgado, bago, figado, pulmdo e linfonodos

cervicais e mesenteéricos para cultura.

3.2.5 Desfechos analisados

Os desfechos analisados e comparados entre os grupos foram:

— Proporgcao de animais com crescimento da cepa pré-definida de
ERV, por 6rgéao ou tecido

— Proporgao de animais com crescimento da cepa pré-definida de
E. coli ESBL, por 6rgao ou tecido

— Concentracao de LPS no sangue porta

— Concentracédo de LPS no sangue sistémico.
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3.2.6 Tratamento Estatistico

Como nao havia dados disponiveis para estimar a diferenca entre os
grupos, o calculo da amostra baseou-se na média do numero de animais
utilizados em estudos experimentais avaliando translocagao bacteriana.(REF)

A analise descritiva do estudo foi preparada sob a forma de graficos e
tabelas, utilizando-se, para as variaveis quantitativas, médias e medianas
para resumir as informacgdes, e desvio padrdao para indicar a variabilidade
dos dados. Para as variaveis qualitativas, apresentadas em forma de
tabelas, foram utilizadas frequéncias absolutas e relativas.

Para as analises das proporgdes de animais com cultura positiva,
por 6rgao ou tecido e por agente, foi utilizado o teste de qui-quadrado de
Pearson para as comparagdes entre todos os grupos. As analises entre
dois grupos foram feitas por qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando
apropriado.

Os resultados das concentracées de LPS, entre todos os grupos,
considerados variaveis paramétricas, foram analisados pelo teste ANOVA.
Os casos que apresentaram diferenga significante foram submetidos ao
teste de Tukey para analise dois a dois.

Em todos os testes o nivel de significancia adotado foi de 5%, desta
forma, diferencas significantes entre os grupos apresentaram como
resultado dos testes valores abaixo de 0,05 (p<0,05). As analises foram

realizadas através dp programa SPSS 13.
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3.3 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Toda a analise microbioldgica, englobando isolamento, identificagdo
e teste de sensibilidade dos microrganismos, e também a caracterizagao

genotipica por PFGE, foram realizadas no LIM 54 do HCFMUSP.

3.3.1 Hemocultura

O volume de 1 mL de sangue porta e 1 mL de sangue sistémico foi
colhido e imediatamente acondicionado em frascos para hemocultura (Bac—
Hemocult pediatrico®, DME, Aracatuba, SP) para microrganismos aerébios
e/ou anaerobios. Os frascos foram incubados a 35°C por 30 dias em
aerobiose. As amostras foram cultivadas em agar sangue de carneiro 5%,

diariamente nas primeiras 72 horas e semanalmente por mais um més.

3.3.2 Coprocultura

No periodo de colonizagdo dos animais, foi realizada coprocultura
antes e 24, 48 e 72 horas ap0s a colonizagao, e, no estudo da translocacéo,
sempre antes e 24 horas ap6és a inoculacéo.

Foram coletadas amostras de fezes (aproximadamente 1 a 2 gramas)
em frasco seco e estéril, as quais foram emulsificadas em caldo BHI e
incubadas a 35°C por 18 a 24 horas em aerobiose. Apds este periodo as

amostras foram plagueadas em agar sangue de carneiro a 5%, agar
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MacConkey e agar SS (Salmonella-Shigella) e incubadas sob as mesmas
condigdes descritas anteriormente. As amostras de fezes provenientes do
estudo de translocacdo bacteriana foram cultivadas, adicionalmente, em
meios seletivos para ERV e E. coli ESBL (Anexo A). A identificacdo dos
isolados foi realizada apdés a analise do crescimento bacteriano nos
diferentes meios de cultura empregados, observando-se as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas das colbnias, e posterior realizacdo de
provas bioquimicas. ®°

Os isolados identificados como E. faecalis e E. coli foram submetidos
a testes de sensibilidade especificos (triagem para ERV e ESBL) para

confirmacao fenotipica do isolado inoculado.

3.3.3 Culturas de Fragmentos de tecidos

Foram colhidas amostras de intestino delgado e grosso, figado, baco,
pulméao, linfonodos cervicais e mesentéricos.

As amostras foram cuidadosamente maceradas e cultivadas em caldo
BHI a 35°C. Apds 24 horas de incubagéo, em aerobiose, uma aliquota do
caldo BHI foi plaqueada em agar sangue de carnerio a 5% e outras duas
aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em caldo seletivo para Enterococcus
spp. vancomicina resistente e caldo seletivo para E. coli resistente a
ceftriaxona (CIM>100ug/mL). Apds 24 horas de incubagdo, a 35°C em
aerobiose, os caldos foram semeados em placas de agar sangue e estas

incubadas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.
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3.3.4 Isolamento e identificagdo dos microrganismos

As colbnias bacterianas isoladas foram submetidas a microscopia
Optica e identificagao bioquimica. A identificacdo das colénias foi realizada
apo6s a analise do crescimento bacteriano nos diferentes meios de cultura
empregados, observando-se suas caracteristicas quanto ao tamanho,
borda, elevacao, cor, densidade, consisténcia e hemdlise em agar sangue
(Anexo B, Quadro 1).

Cocos Gram-positivos nao-hemoliticos, suspeitos de Enterococcus
spp., foram submetidos as provas de catalase, hidrolise da esculina e
tolerancia ao cloreto de sdédio 6,5%.64 Bacilos Gram-negativos, suspeitos de
E. coli, foram identificados pelo meio de IAL (Rugai modificado) e provas de
oxidase e utilizacdo de citrato.®*%°

Varias colénias foram utilizadas na identificacdo e posteriormente

submetidas aos testes de sensibilidade para confirmacao de seu fendtipo.

3.3.4.1 Testes de triagem para deteccdo de E. coli ESBL e de

Enterococcus faecalis resistente a vancomicina

Os isolados de E. coli foram submetidos a uma triagem por diluigdo
em Agar, onde 100 ug de ceftriaxona foram incorporadas em meio de
cultura agar Mueller-Hinton conforme padronizacdo proposta pelo
NCCLS.%" Os isolados considerados resistentes, com CIM superior a 100
ug/mL, foram submetidos ao teste de aproximagdo dos discos para

confirmagédo da produgao de B-lactamase de espectro estendido (ESBL).
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Para determinar a concentragdo de ceftriaxona incorporada no agar, foi
determinada a CIM do isolado usado na colonizacdo dos animais pelo
método de microdiluicdo em caldo.®’

Para realizacdao do teste de aproximacao foram utilizados discos de
ceftazidima (30 ng), ceftriaxona (30 nug), cefotaxima (30 ng), aztreonam (30
ug) e amoxacilina-acido clavulanico (30 pg/10 pg).

Foi preparada uma suspensao bacteriana na escala 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL) com auxilio de colorimetro (Vitek®,
BioMerieux, Etoile, Franca). A suspensao foi inoculada de maneira
homogénea, com auxilio de swab de algodao estéril, em placa de Petri
(150mm de diadmetro) contendo &agar Mueller-Hinton (Anexo A). Os
procedimentos seguidos nesta etapa foram realizados de acordo com as
normas padronizadas pelo documento M2-A7 do NCCLS, 2002.%®

Apbs um periodo de 15 minutos, os discos dos antimicrobianos foram
aplicados nas placas e as mesmas foram incubadas a 35°C por 16 a 20
horas, em atmosfera ambiente.®® A presenga de um halo de inibigdo, ou de
uma “zona fantasma”, entre os discos do antimicrobiano e do inibidor de B-
lactamase (que esta localizado ao centro) indica que o isolado € um
microorganismo produtor de ESBL. Assim, os isolados onde se observou a
presenca desta zona fantasma foram confirmados como sendo ESBL

positivos (Figura 2).
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Figura 2 - Teste de aproximacgéao positivo para ESBL

Para a detecgcdo de VER, o teste foi realizado inoculando um isolado
de Enterococcus spp. em agar BHI suplementado com 6 pg de
vancomicina/mL.%°® Foi preparada uma solugdo estoque 10.000pg/mL de
vancomina, a qual foi armazenada a -20°C e utilizada a cada preparo do
meio de cultivo.

Os isolados identificados como Enterococcus faecalis foram
submetidos ao teste de triagem, onde foi preparada uma suspensao
bacteriana na escala 0,5 de MacFarland (aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL) com auxilio de colorimetro. Foram inoculados 10 uL da suspenséo
em placa de Petri contendo agar BHI com 6 ug/mL de vancomicina (Anexo
A). As placas foram incubadas a 35°C, durante 24 horas, e examinadas
cuidadosamente para verificar a presenga de pequenas col6nias (>1 colbnia)
ou um ténue filme de crescimento, que indica a presenca de resisténcia a

vancomicina, conforme descrito no documento do CLSI.®
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De acordo com os critérios do CLSI (2005), foram utilizadas cepas
controles de E. faecalis ATCC 29212 e E. coli ATCC 25922, para todos os
testes de sensibilidades realizados.

Apos identificacado e triagem da resisténcia dos isolados de ERV e E.
coli ESBL, os mesmos foram armazenados em freezer -80°C, para eventual

posterior analise molecular por PFGE.

3.3.4.2 Tipagem molecular — Eletroforese de Campo Pulsétil

Os microrganismos identificados fenotipicamente como ERV e E. coli
ESBL foram analisados molecularmente por técnica de PFGE e os padrdes
moleculares obtidos foram comparados com os padrées das cepas originais

utilizadas na colonizagao dos animais.

Protocolo para caracterizagcao molecular por PFGE

A analise molecular foi feita pela técnica de eletroforese de campo
pulsatil, de acordo com os protocolos descritos por Kaufmann, 19987 e

Ridley, 1998.”"

Preparo da suspensdao bacteriana

As bactérias foram repicadas em meio agar sangue de carneiro 5% e
incubadas por 18 a 24h, em temperatura de 35°C + 2°C. Trés a cinco
colbénias foram transferidas para tubos contendo 3 mL de caldo e incubadas

a 35°C * 2°C, overnight. Foram transferidos aos microtubos, previamente
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pesados e identificados, cerca de 2 mL do caldo com crescimento
bacteriano. Os microtubos foram centrifugados por 20 minutos a 11.000 rpm.
O sobrenadante foi desprezado e, em seguida, o sedimento foi lavado trés
vezes com 1 mL de solugao fisiolégica estéril. Apds a ultima lavagem, o
sobrenadante foi desprezado e o microtubo foi pesado em balanga analitica.
A massa bacteriana foi calculada e, em seguida, adicionou-se um volume
adequado de solugao de EDTA 25 mM pH8,0, obtendo-se uma suspensao

bacteriana de concentragao final de 100 pg/uL.

Preparo dos blocos de agarose

Os blocos de DNA foram obtidos pela mistura de 225 uL de tampao
TEN (Tris 100 mM, pH7,5; EDTA 100 mM; NaCl 150 mM) acrescidos de 25
uL da suspensao bacteriana com 250 pL de agarose a 2%, em tampéao 0,5X
TBE (Tris 0,089 M; acido bdrico 0,089 M; EDTA 0,002 M). Esta mistura foi

colocada em moldes especificos e refrigeradas a 4°C por 30 minutos.

Etapa de extracdo do DNA bacteriano

Os blocos de agarose foram removidos dos moldes e incubados em
2mL de tampéo EC (Tris 6 mM, pH7,5; NaCl 1 M; EDTA 0,01 M; Sarcosil
0,5%, Deoxicolato 0,2%) por 5 horas a 37°C, sob agitacdo suave. Apos
este periodo, o tampao foi retirado e foram acrescentados 2,0 mL de
tampao CHEF-TE (Tris 0,1 M, pH7,5; EDTA 0,1 M). Foi realizada uma

lavagem com este ultimo tampéo e, em seguida, os blocos foram tratados
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overnight, a 50°C, com solugdo de concentragéo final de 1,0 mg/mL de
proteinase K (InVitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) em tampao ES
(EDTA 0,4 M, pH9,3; Sarcosil 1,0%). Apds este periodo de incubagao, os
blocos foram lavados cinco vezes com 2,0 mL de tampao CHEF-TE, em
intervalos de uma hora sob leve agitagcdo. Apdés a ultima lavagem, os

blocos foram guardados a 4°C.

Etapa de restricdo enziméatica

Antes de realizar o tratamento enzimatico, os blocos de agarose
foram lavados cinco vezes com tampao DNS (Tris 0,1 M, pH 8,0; Cloreto de
magnésio 5 mM), em intervalos de uma hora entre as lavagens. A restricao
enzimatica dos isolados de ERV foi realizada com 10U de enzima de
restricdo Sma (Invitrogen Life Techonologies, Carlsbad, EUA) por amostra,
num periodo de aproximadamente 15 horas, a uma temperatura de
incubagéo de 30°C. Para os isolados de E.coli ESBL, a restrigdo enzimatica
foi realizada com 10U de Spe (Invitrogen Life Techonologies, Carlsbad,

EUA), por 15 horas a 37°C.

Preparo do gel

Os blocos tratados foram aplicados em gel de agarose a 1% (em TBE
0,5X). A eletroforese foi realizada no sistema CHEF-DRIlI (Bio-Rad,

Richmond, EUA) e o tampao de corrida utilizado (2 litros de TBE 0,5X) foi

acrescido de 200uL de tiouréa 0,5 M, somente para E. coli.”
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Os padrées de variagao da corrente elétrica (switch time) foram
estabelecidos de acordo com o microrganismo estudado. Para E. coli, as
condigdes de corrida foram de 5 a 30 segundos (switch time inicial-final), 6
V/cm (corrente elétrica) e periodo de corrida de 23 horas. Para ERV, as
condigdes de corrida foram de 5 a 30 segundos (switch time inicial-final), 6
V/cm (corrente elétrica) e periodo de corrida de 24 horas.

Apos a eletroforese, o gel foi corado com solugdo de brometo de
etidio (1ug/mL) por 40 minutos, descorados em agua destilada por mais 40

minutos e fotografados.

3.4 DOSAGEM DE ENDOTOXINAS (LPS)

A dosagem de endotoxinas no plasma foi realizada em duplicata, no
LIM 37 do HCFMUSP, apds a colheita de todas as amostras.

As amostras de sangue porta e sistémico foram submetidas ao ensaio
turbidimétrtico quantitativo para detec¢cao de endotoxina “limulus amebocyte
lysate” — LAL (Pyrogent-5000, Cambrex Bio Science, Walkersville, EUA).

O principio do teste consiste na catalisacdo e ativacdo de uma pré-
enzima no LAL pela endotoxina bacteriana. A enzima ativada hidrolisa uma
proteina coagulavel (coagulina), que forma um coagulo gelatinoso. O ensaio
LAL turbidimétrico mede o aumento na densidade ética, ou seja, a turvagéo

que precede a etapa de formagao do coagulo gelatinoso.
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No intuito de se evitar acdo de interferentes, as amostras foram
diluidas, e posteriormente incubadas em microplacas para determinagao da
concentracao de endotoxina. A analise foi realizada pelo software WinKQCL,
conforme instru¢do do fabricante, e a concentracdo de endotoxina foi
determinada através de comparagdo com a execugcdo de uma série de
padrées. De forma continua, durante todo o ensaio, o leitor de microplacas é
monitorado na absorbancia de 340 nm de cada orificio da microplaca.
Usando a leitura de absorbancia inicial de cada orificio como seu proéprio
branco, o leitor determina o tempo necessario para que a absorbancia
aumente 0,03 unidades. Este tempo é denominado “tempo de reacao”. O
software WinKQCL executa automaticamente uma correlagéo linear log/log
do tempo de reagdo de cada padrao com a concentragdao de endotoxina
correspondente.

A linearidade da curva padrao na faixa de concentracao utilizada para
determinacao dos valores de endotoxina foi verificada. O valor absoluto do
coeficiente de correlagao da curva padréao foi maior ou igual a 0,980. Um
controle positivo de produto (PPC) foi incluido nos testes. A reagao ocorreu

dentro dos limites de 0,01 a 100 EU/mL.
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4.1 PARTE | - COLONIZACAO DOS ANIMAIS

As amostras de fezes colhidas antes da administracdo dos
antibiodticos apresentaram crescimento positivo para E. coli (84,37%),
Streptococcus sp. (56,25%), Enterococcus sp. (46,87%), Proteus sp.
(46,87%), Staphylococcus sp. (15,62%) e Edwardsiella sp. (12,50%). Os
resultados das coproculturas por animal, nos diferentes momentos de
colheita, estdo descritos no Anexo C.

As doses dos antibidticos, as concentragbes dos indculos e o
crescimento microbiolégico de cepas de ERV e de E. coli ESBL
recuperadas das fezes dos animais em 24, 48 e 72 horas, estédo
representadas na Tabela 1.

As caracterizagdes genotipicas das respectivas cepas, através
da realizagao de tipagem molecular por PFGE, estdo ilustradas nas

Figuras 3 e 4.



Tabela 1 - Variacdo das doses dos antibidticos, concentracbes dos inéculos e resultado do crescimento microbiolégico de
cepas de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina e de E. coli produtora de p-lactamase de espectro estendido
recuperadas nas amostras de fezes nos protocolos do processo de colonizacéo

Doses antibioticos Numero de ratos com cultura positiva

Vancomicina Ceftriaxona Concentragéo do indculo

lt\ltirrlledro (ug/ml) (mg/mL) (UFC/animal) 24 horas 48 horas 72 horas
Protocolo c;ae;ose ERV EC ERV EC ERV EC ERV EC
1 4 250 1,4 2x10° 2x10° 0 0 1 0 1 0
2 4 500 1,4 4,8x10° 4,4x10° 2 0 0 0 4 0
3 5 750 3,5 10,4x10° 12x10° 4 0 2 0 4 0
4 5 750 3,5 12x10° 24x10° 5 0 1 0 1 0
5 4 750 0 12x10° 24x10° 0 0 0 0 0 0
6 4 0 3,5 1,8x10"° 3,6x10° 0 0 0 0 0 0
7 4 750 0 1,8x10" 3,6x10° 0 0 0 0 0 0
8 4 750 3,5 1,8x10"° 3,6x10° 4 0 0 0 2 0
9 4 750 2,1 2,28x10"  1,08x10" 3 4 2 3 1 0
10 4 750 2,1 2,4x10"  1,12x10" 4 4 3 2 2 1

ERV: E. faecalis resistente a vancomicina; EC: E.coli ESBL

sopejnsay

ce
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PM 1 23 4 56 7 8 9 10 111213 PM14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 PM

-
-
-

PM: peso molecular; Colunas 4 a 10: rato 27; Colunas 11 a 17: rato 26; Colunas 18 a 25:
rato 25; Coluna 26: E. coli ESBL inoculada

Figura 3 - Perfis moleculares de cepas de E. coli produtoras de B-lactamase
de espectro estendido determinados por PFGE. 26 isolados obtidos de 4
animais apos realizagdo do processo de colonizagao.
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'i

PM: peso molecular; Coluna 1: rato 25; colunas 2 e 3: rato 26; colunas 4 a 6: rato 27; coluna
7: rato 28; coluna 8: Enterococcus faecalis resistente a vancomicina inoculado; coluna 9:
Enterococcus faecalis ATCC 29212; coluna 10: Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina — cepa controle ndo relacionada; coluna 11: Enterococcus faecium — cepa

controle ndo relacionada

Figura 4 - Perfis moleculares de cepas de Enterococcus faecalis
vancomicina resistentes determinados por PFGE. Nove isolados obtidos de
4 animais apos realizacédo do processo de colonizagao

De acordo com o crescimento microbioldgico e a caracterizagao
genotipica de ERV e de E. coli ESBL recuperadas das fezes dos animais
idénticas as cepas inoculadas, foram definidas as seguintes variaveis:

— As melhores doses de ceftriaxona e vancomicina foram,
respectivamente, de 1,4 mg/mL (90 mg/kg/dia) e de 750 ug/ml
(32mg/kg/dia). As doses por quilo/dia foram calculadas considerado

0 consumo médio de agua por dia, que foi de 15 mL. O uso oral



Resultados 35

destes antibidticos inicia-se 7 dias antes da inoculagdo e € mantido
durante todo o experimento.
— A concentracao ideal do indculo foi de 2,28x10'"° UFC/animal para

ERV e de 1,08x10'"° UFC/animal para E. coli ESBL.

— O tempo ideal de colonizagao foi de 24 horas apés a inoculacéo.

4.2 PARTE Il - ESTUDO DA TRANSLOCACAO BACTERIANA

4.2.1 Culturas

Os resultados do crescimento microbiolégico de cepas bacterianas
pré-definidas e especificamente para E. coli ESBL e para ERV estao
relacionados, respectivamente, nas Tabelas 2, 3 e 4. As analises
comparativas entre os grupos dois a dois com resultado estatisticamente
significativos, para E. coli ESBL e para ERV, encontram-se,
respectivamente, nas Tabelas 5 e 6. Os resultados do crescimento de cada

animal estao contidos no Anexo D.
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Tabela 2 - Numero e propor¢ao (positivos/avaliados) de animais com
crescimento microbiolégico positivo para cepas bacterianas E. coli ESBL
positiva e/ou E. faecalis resistente a vancomicina por 6rgao ou tecido

Grupos
Orgéo ou Tecido | I 11 \Y
n=15 n=15 n=8 n=8
Pulmao 13/15 13/15 6/8 3/8
(86,66%) (86,66%) (75%) (37,5%)
11/15 6/15 3/8
Bago (73,33%)  (40%) 37,5%) 08
: 11/15 10/15 8/8 4/8
Figado (73,33%)  (66,66%) (100%) (50%)
2/12 115 1/8
Sangue portal (16.66%) (6%) o/7 (12.,5%)
A 4/12 1/15 1/8
Sangue sistémico (33.33%) (6%) (12.5%) 0/8
Linfonodo 12/15 5/15 4/8 1/8
mesentérico (80 %) (33,33%) (50%) (12,5%)
- - 7/15 6/15 2/8 1/8
Linfonodo cervical (46.66%) (40%) (25%) (12.5%)
I: grupo cirlrgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirdrgico isquemia

hepatica sem estase intestinal; lll: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle nao cirurgico.
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Tabela 3 - Numero e propor¢ao (positivos/avaliados) de animais com
crescimento microbiologico positivo para cepas bacterianas E. coli ESBL por
orgéo ou tecido

Grupos
Orgéo ou | I 11 \Y; p*
Tecido n= 15 n=15 n=8 n=8
Pulmao 10/15 9/15 6/8 1/8 0,044
(66,66%) (60%) (75%) (12,5%)
3/15 3/15 2/8
B 0/8 0,542
ago (20%) (20%) (25%) ’
; 8/15 8/15 6/8 3/8
Figado (53.33%) (53.33%)  (75%)  (37.5%) °12
2/12 1/15 1/8
Sangue portal (16.66%) (6%) 0/7 (12.5%) 0,643
Sangue 3/12 1/15 1/7
sistémico (25%) (6%) (14,28%) 08 0,320
Linfonodo 7/15 3/15 4/8 1/8 0.171
mesentérico (46,66%) (20%) (50%) (12,5%) ’
Linfonodo 3/15 4/15 1/8 1/8 0.804
cervical (20%) (26,66%)  (12,5%) (12,5%) ’

*Pearson qui-quadrado
I: grupo cirlrgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirdrgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirdrgico; IV: grupo controle n&o cirurgico
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Tabela 4 - Numero e proporgao (positivos/avaliados) de animais com
crescimento microbioldgico positivo para cepas bacterianas de E. faecalis
resistente a vancomicina por 6rgéo ou tecido

Grupos
Orgéo ou | 1l 11 \Y; p*
Tecido n= 15 n=15 n=8 n=8
Pulmao 11/15 11/15 5/8 3/8 0,307
(73,33%) (73,33%) (62,5%) (37,5%)
o 5/15 2/8 0,221
Baco 6/15 (40%) (33.33%) (25%) 0/8
Figado 11/15 8/15 8/8 3/8 0,039
(73,33%) (53,33%) (100%)  (37,5%)
2/12 1/15 1/8 0,643
Sangue portal (16.66%) (6%) o/7 (12.5%)
Sangue 2/12 0,144
sistémico (16,66%) 0115 08 08
Linfonodo 10/15 2/15 3/8 0/8 0,002
mesentérico (66,66%) (13,33%) (37,5%)
Linfonodo 5/12 4/15 1/8 1/8 0,585
cervical (33,33%) (26,66%) (12,5%) (12,5%)

*Pearson qui-quadrado
I: grupo cirlrgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirdrgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; lll: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle nao cirurgico.
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Tabela 5 - Resultado das analises comparativas estatisticamente
significantes entre os grupos, para crescimento microbiolégico positivo para
cepas bacterianas E. coli ESBL por 6rgao ou tecido

Org&o ou Tecido Grupos Comparados p*
Pulmao le IV 0,019
Pulmao IlelV 0,038
Pulmao e IV 0,020

*Teste exato de Fisher
I: grupo cirurgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirdrgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle n&o cirurgico

Tabela 6 - Resultado das analises comparativas estatisticamente
significantes entre os grupos, para crescimento microbioldgico positivo para
cepas bacterianas E. faecalis resistente a vancomicina por 6rgao ou tecido

Orgéo ou Tecido Grupos Comparados p*
Linfonodo mesentérico lelV 0,003
Linfonodo mesentérico lell 0,004

Figado e lll 0,026
Figado elv 0,013
*Teste exato de Fisher
I: grupo cirurgico isquemia hepatica com estase intestinal; |l: grupo cirdrgico isquemia

hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle n&o cirurgico
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As caracterizagbes genotipicas de algumas cepas selecionadas, por

PFGE, encontram-se nas Figuras 5 e 6.

Coluna1: peso molecular; Colunas 2 a 6: rato 8, grupo | - isolados respectivos do bago,
figado, linfonodo mesentérico, sangue sistémico, linfonodo cervical; Colunas 7 a 9: rato 17,
grupo | - isolados respectivos do pulméao, figado, sangue portal; Colunas 10 a 13: rato 40,
grupo |l - isolados respectivos do baco, figado, pulméo, linfonodo cervical; Colunas 14 a 18:
rato 52, grupo lI- isolados respectivos do baco, figado, linfonodo mesentérico, pulméo,
linfonodo cervical; Colunas 19 a 22: rato 16, grupo lll - isolados respectivos do bago, figado,
linfonodo mesentérico, pulmao; Colunas 23 a 25: rato 20, grupo Il - isolados respectivos do
figado, linfonodo mesentérico, pulmao: Colunas 26 e 27: rato 21, grupo lll- isolados
respectivos dopulméo e linfonodo mesentérico; Coluna 28: rato 24, sangue porta; Coluna
29: ERV inoculado; Coluna 30: Enterococcus faecalis ATCC 29212 -controle negativo.

Figura 5 - Perfis moleculares de cepas de Enterococcus faecalis
vancomicina resistentes determinados por PFGE isoladas dos ratos nos
diferentes grupos experimentais



Resultados 41

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Coluna 1: peso molecular; Colunas 2 a 6: rato 15, grupo | - isolados respectivos do bago,
figado, linfonodo mesentérico, sangue sistémico, pulméao; Colunas 7 a 13, grupo | - isolados
respectivos do bacgo, figado, pulméo, linfonodo mesentérico, sangue sistémico, linfonodo
cervical, sangue porta; Colunas 14 a 17: rato 40, grupo |l - isolados respectivos do pulmao,
baco, figado, sangue sistémico; Colunas 18 a 20: rato 43, grupo Il - isolados respectivos do

figado, linfonodo cervical, figado. Coluna 21: rato 45, grupo Il — sangue porta; Coluna 22:
rato 27, grupo | — sangue porta; Coluna 23: rato 13, grupo | — sangue sistémico; Colunas 23
a 25, grupo Il - isoladas respectivos do pulmao, baco, figado; Colunas 26 e 27: rato 24,

grupo |V - isolados respectivos do figado e sangue porta; Colunas 29 e 30: rato 30, grupo IV
- isolados respectivos do figado e linfonodo mesentérico; Coluna 30: E.coli ESBL inoculada;
coluna 31: E.coli ATCC 25922 (controle negativo).

Figura 6 - Perfis moleculares de cepas de Escherichia coli produtoras de -
lactamase de espectro ampliado determinados por PFGE isoladas de ratos
nos diferentes grupos experimentais

4.2.2 Dosagem de endotoxinas

As médias, medianas e desvios padrdes das dosagens de
endotoxinas do sangue porta e sistémico, nos diferentes grupos, estdo
representados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. Os resultados da analise
do teste de Tukey para concentragcdo de endotoxina porta e sistémico estao
representados nas Tabelas 9 e 10 e nos Graficos 1 e 2 . A dosagem de

endotoxina por cada animal encontra-se no Anexo E.
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Tabela 7 - Médias, medianas e desvios padrdes das dosagens de
endotoxina no sangue porta, nos diferentes grupos

Grupos
| I " v
n=15 N=15 n=238 n=8
Média 1,868 0,776 0,121 0,280
Mediana 0,650 0 0 0
Desvio padrao 3,230 1,322 0,321 0,737
P=0,247 (ANOVA)
I: grupo cirurgico isquemia hepatica com estase intestinal; |l: grupo cirdrgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle n&o cirurgico

Tabela 8 - Médias, medianas e desvios padrdes das dosagens de
endotoxina no sangue sistémico, nos diferentes grupos

Grupos
I I 1l A\
n=15 n=15 n=38 n=8
Média 9,761 1,425 0,146 0,018
Mediana 1,605 0,420 0 0
Desvio padrao 13,804 2,179 0,385 0,051

P =0,011 (ANOVA)
I: grupo cirlrgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirdrgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle n&o cirurgico
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Tabela 9 - Comparagao das concentragcées de endotoxinas no sangue porta,
entre os diversos grupos

Grupos Dife,repga Errtz p Int_ervalo de
comparados Média padréo confianca (95%)
lell 0,8976 0,7210 0,603 -1,042 a 2,837
lelll 1,5519 0,8717 0,299 -0,793 a 3,896
lelV 1,3933 0,8365 0,356 -0,857 a 3,643
el 0,6543 0,8484 0,867 -1,628 a 2,936
e lV 0,4957 0,8123 0,928 -1,689 a 2,681
eV -0,1586 0,9485 0,998 -2,710 a 2,393

* Teste de Tukey
I: grupo cirlrgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirdrgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirdrgico; IV: grupo controle n&o cirurgico

Gréfico 1 - Representagédo das dosagens de endotoxina em sangue porta
nos diversos grupos
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10,0

8,0—
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4,0
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2,0 *

0,0 — — ——

I Il 1] \
grupo

LPS port: concentragao de endotoxina em sangue porta (EU/mL)
I: grupo cirurgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirirgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirdrgico; IV: grupo controle n&o cirurgico
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Tabela 10 - Comparagdao das concentragcbes de endotoxinas no sangue
sistémico, entre os diversos grupos

Grupos Diferenca Erro p Intervalo de
comparados Média padréo confianca (95%)
lell 8,3360 2,9094 0,033 0,500 a 16,172
lelll 9,6335 3,3332 0,031 0,657 a 18, 610
lelV 9,7431 3,3332 0,029 0,766 a 18,720
e lll 1,2975 3,1144 0,975 -7,090 a 9,685
lelVv 1,4071 3,144 0,969 -6,981 a 9,795
elVv 0,1096 3,5135 1,000 -9,353 a 9,572
* Teste de Tukey
I: grupo cirurgico isquemia hepatica com estase intestinal; |l: grupo cirdrgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle n&o cirurgico

Grafico 2 - Representagdo das dosagens de endotoxina em sangue
sistémico nos diferentes grupos
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LPS sis: concentragdo de endotoxina em sangue sistémico (EU/mL)
I: grupo cirirgico isquemia hepatica com estase intestinal; Il: grupo cirurgico isquemia
hepatica sem estase intestinal; Ill: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle n&o cirurgico
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A ocorréncia de translocagdo bacteriana tem sido sugerida em

diversos estudos experimentais e clinicos,?"?

porém eles ndo demonstram
que a bactéria detectada no sangue e em sitios estéreis tém efetivamente
origem no TGI daquele animal ou paciente.

Na tentativa de comprovar que a bactéria detectada no sangue e em
sitios estéreis tem efetivamente origem no TGI, alguns estudos
experimentais utilizam modelos com inoculagdo de bactérias marcadas
radioativamente (tm99 E.coli), >’ ou técnicas de biologia molecular.”"®

A primeira parte do atual estudo foi desenvolvida como uma alternativa
para a avaliagdo futura de translocagao bacteriana utilizando o perfil de
resisténcia bacteriana como um marcador. Este modelo consiste em modelo
experimental simples e dispensa o uso de material radioativo e técnicas
elaboradas e dispendiosas que envolvem biologia molecular. Entretanto,
alguns cuidados sdo necessarios, pois utiliza microrganismos resistentes.

Bactérias da familia Enterobacteriaceae e Enterococcus constituem

77,78

um grande porcentual da flora bacteriana habitual de ratos e muitos

estudos apontam as Gram-negativas dos géneros Enterobacter cloacae®® e

E Co”14,40,41

como os mais frequentes agentes etiolégicos de infecgao
sisttmica causada por meio da translocacdo. Portanto, a selecdo dos

microorganismos inoculados foi baseada nos agentes usuais da flora
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intestinal e incluiu tanto uma bactéria Gram-negativa, E. coli ESBL, que
possui papel bem descrito na ocorréncia da translocagao, quanto uma Gram-
postiva, 0 ERV, que apesar de menos descrita constitui um microrganismo
habitual da flora intestinal.

A primeira fase do processo de colonizagdo consistiu na
descolonizagdo da flora intestinal habitual dos animais, com uso de
vancomicina e ceftriaxona. O uso destes antibiéticos ndao absorvidos pelo TGl
acarretou na eliminacgao desta flora e, assim, permitiu um melhor crescimento
bacteriano das cepas inoculadas, resistentes a estes antibidticos,
proporcionando a colonizagao do TGI por estes microorganismos.

O estudo da colonizagao foi realizado em etapas (protocolos) e a
analise dos resultados se baseou no crescimento microbiologico das
amostras de fezes realizado para cada experimento.

Nos primeiros experimentos, houve fraco crescimento microbiolégico
das cepas de ERV e nulo para as cepas de E.coli ESBL. Por outro lado,
houve crescimento de outras bactérias fenotipicamente diferentes. Este
padrao foi mantido mesmo quando se usou apenas um dos dois antibioticos.
Esta auséncia de crescimento bacteriano sustenta a hipotese de que a
presenca de antibidticos predispde a colonizagéo do TGI.”® &

O inicial insucesso no resgate das cepas inoculadas, associado a alta
frequéncia de crescimento de outras cepas, fez com que a dose dos
antibiéticos e as concentragbes dos indculos fossem ajustadas, até que o
resgate dos microorganismos inoculados fosse representativamente

consideravel, o que ocorreu com o protocolo 9 e, posteriormente, foi



Discusséao 48

confirmado com o protocolo 10. Com isto, p6de-se determinar as melhores
doses dos antibidticos, as concentragdes ideais dos indculos bacterianos e o
tempo ideal de colonizagdo. A semelhanca genotipica dos microorganismos
inoculados foi comprovada através da analise do gel de PFGE.

Desta maneira, conseguimos desenvolver um modelo alternativo
simples, de baixo custo e provavelmente facilmente reprodutivel, onde ratos
colonizados com bactérias resistentes puderam ser usados no estudo da
translocacao bacteriana.

Varios estudos demonstram que alteragdes na barreira intestinal
podem predispor ao aumento de sua permeabilidade, com consequente
ocorréncia de translocagdo bacteriana.>*19:2:26:27:30

A lesao de isquemia intestinal constitui uma alteragdo de principal
importancia, onde a lesao por hipoxia provoca ruptura da barreira normal.
Além disso, varios estudos tém demonstrado que, quando associada ao
fendmeno de reperfusdo, ocorre o acumulo de oxidantes toxicos, induzindo a
lesdo celular e, consequentemente, ruptura da integridade da membrana
celular.? Os oxidantes, além de causarem lesdo tecidual direta, podem
promover uma resposta inflamatdria intestinal, com produgcdo de mediadores
quimicos que aumentam ainda mais a permeabilidade intestinal.

A isquemia e reperfusdo hepatica causam alteragdes funcionais e
estruturais na célula hepatica, reduzindo sua capacidade e clareamento.

Alguns fatores como a estase sanguinea intestinal decorrente da
estase portal, a lesdo de IR intestinal e a diminuicdo do clareamento

hepatico propiciam a ocorréncia de translocacio. Portanto, para a avaliagao
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da translocacdo bacteriana, no presente estudo, utilizou-se modelo
experimental onde alguns animais foram submetidos a lesdo de IR hepatica
total com estase sanguinea intestinal, e outros a IR hepatica parcial sem
estase intestinal. Desta forma, este modelo interferiu na fase final do
mecanismo de defesa contra a translocacgao, o eixo figado-intestino.

Os modelos descritos na literatura submetem todo o figado ou apenas
segmentos a tempos diferentes de isquemia e reperfusdo. O tempo em que
o animal é submetido a lesédo de IR esta relacionado com a gravidade das
alteragdes encontradas, podendo ocorrer lesdes irreversiveis no figado e
repercussodes a distancia, causando até mesmo o 6bito do animal.

Os tempos de IR utilizados neste estudo foram determinados por meio
de estudo piloto e de analise de dados da literatura. Em animais com
pincamento do pediculo hepatico comum dos lobos mediano e antero-lateral
esquerdo, como no grupo Il do atual estudo, permite-se a drenagem venosa
portal através dos demais segmentos hepaticos, possibilitando tempos de
isquemia mais prolongados e minimizando a interferéncia dos mediadores
quimicos inflamatérios secundarios a estase intestinal. Nestes casos,
tempos de isquemia inferiores a 60 minutos ndo demonstram causar lesées
teciduais, mas tempos superiores a 120 minutos acarretam em aumento
significativo da mortalidade.®’ Estes tempos encontram-se reduzidos quando
a isquemia hepatica é total, sendo que apdés 60 minutos ja existem
evidéncias de lesdo histoldgica permanente.®? Apés 90 minutos, o figado
sofre alteracbes funcionais que podem aumentar a morbidade e a

mortalidade do animal.®
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Deste modo, através de estudo piloto o tempo de isquemia ficou
estabelecido como 30 minutos, pois tempos superiores constituiam em alto
risco de morte dos animais.

O tempo de reperfusdo foi também determinado por estudo piloto,
baseando-se nos dados encontrados na literatura. Até 60% das lesdes
secundarias causadas pelos radicais livres sdo observadas em 60 minutos

de reperfus&o.®!

Deste modo, o tempo de 60 minutos de reperfusédo foi
considerado como sendo suficiente para evidenciar translocacao bacteriana.

A translocacéao foi avaliada em dois grupos, submetidos a lesdao de
isquemia e reperfusao hepatica total ou parcial. Os 30 minutos de isquemia
associados aos 60 minutos de reperfusdo foram suficientes para
comprometer o clareamento hepatico e promover a passagem de bactérias e
de seus produtos para sitios estéreis.

O fato da ocorréncia da translocagdo bacteriana € inegavel. Os
resultados obtidos evidenciaram presenga marcante de crescimento
microbioldgico positivo para cepas bacterianas E. coli ESBL e/ou ERV na
maioria dos 6rgaos ou tecidos analisados nos diferentes grupos. As mesmas
bactérias inoculadas, marcadas através do perfii de resisténcia, foram
encontradas em diversos sitios estéreis tanto nos grupos cirurgicos como nos
grupos controle. Desta forma, conseguimos comprovar que a bactéria
detectada em sitios estéreis tinha efetivamente origem no TGI daquele animal.

O aumento da permeabilidade intestinal, causado pela estase

sanguinea decorrente da estase portal, ocorrida no grupo onde a isquemia

hepatica foi total, provavelmente intensificou o processo de translocacao.
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Além do aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, outras condi¢des
como sobrecrescimento bacteriano intestinal ou deficiéncia na imunidade do
hospedeiro podem estar relacionadas com a ocorréncia da translocagao
bacteriana. %"

Uma solugdo bacteriana concentrada (2,3x10'°) de ERV e de E.coli
ESBL foi inoculada, via gavagem, em todos os animais do experimento,
incluindo o grupo controle. Adicionalmente, submetemos animais ao
estresse cirurgico (grupo lll) e ao fenbmeno de isquemia e reperfusao
hepatica parcial (grupo Il) e total (grupo I).

Aparentemente, a translocagcdo ocorreu de forma mais intensa nos
grupos cirurgicos, inclusive no controle cirurgico, e de forma mais branda,
embora presente, no grupo controle n&o cirurgico.

Todos os animais do presente estudo estavam sob a condigdo de
sobrecrescimento bacteriano intestinal. Estudos demonstram que este
sobrecrescimento pode ser o unico fator responsavel pela translocacéo, ou
seja, o aumento da concentracdo bacteriana intestinal pode provocar
translocagdo mesmo quando ha integridade da barreira intestinal e aparente
normalidade da condicdo imunoldgica do hospedeiro.'

O grupo controle n&o cirurgico (grupo V), no qual os animais somente
receberam a solugao bacteriana, representa claramente este contexto. Neste
grupo, as condigdes de sobrecrescimento favoreceram a ocorréncia da
translocagdao, mesmo na auséncia de outros fatores indutores.

Por outro lado, a detecgédo de translocagdo no controle cirurgico foi

marcante, algumas vezes nao existindo diferenga significante quando
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comparado com os grupos com IR hepatica. Este fato demonstra que o
procedimento cirurgico, por si sO, constituiu um fator de trauma suficiente
para provocar a translocacéo das bactérias da luz intestinal para os sitios
extra-intestinais analisados.

O grupo que sofreu isquemia e reperfusdao com estase intestinal
apresentou, em alguns sitios, proporgao de positividade de culturas maior do
que os demais grupos, sugerindo que a permeabilidade intestinal aumentada
deste grupo pode ter sido um fator indutor da translocacao.

Em relacédo ao crescimento de E. coli ESBL e de ERV, as diferencas
entre os grupos foram detectadas em 6rgaos solidos — pulméao, linfonodos
mesentéricos e figado. A presenca preferencial das bactérias por estes
tecidos pode ser explicada se considerarmos que estes 6rgaos solidos sao
reconhecidos, eminentemente, como filtradores ou, no caso do pulmao, alvo
inicial da agressao inflamatoéria.

A translocagcdo bacteriana ocorre por duas vias: hematogénica e
linfatica.'®4"4849%0 pela via hematogénica, as bactérias do TGl atingem a
circulagao porta e sofrem um processo de clareamento no figado. Esta via
justifica o significativo nivel de bactérias recuperadas no figado. Pela via
linfatica, as bactérias atingem sitios estéreis passando, inicialmente, pelos
LNM, justificando o grande numero de bactérias detectadas neste 6rgao.

O isolamento de bactérias no sangue nao foi tdo comum quanto em
outros sitios. Algumas possibilidades podem ser consideradas. Um fator que
pode estar associado é baixa sensibilidade dos métodos de hemocultura

utilizados. Por outro lado, se considerarmos, como demonstram varios
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estudos, #7849

que a migracao de bactérias ocorre preferencialmente pela
via linfatica, um menor crescimento nas hemoculturas seria esperado. Desta
forma poderiamos considerar que a translocagao destas bactérias nao tenha
sido predominantemente pela via porta e que os resultados encontrados
foram de fato negativos.

Outro fator a ser considerado é o tempo em que foi realizada a colheita
do sangue, apés 60 minutos de reperfusdo. A translocagdo, conforme
descrita, parece acontecer em poucos minutos ou até em segundos. Portanto,
deve-se considerar que o tempo definido para a colheita do sangue para a
analise microbiolégica pode nao ter sido o mais adequado. Desta forma, a
passagem das bactérias pela via porta e a sua retencao nos diferentes 6rgaos
pode ter sido causa da menor recuperagao de bactérias no sangue.

Em relagdo as endotoxinas, sua presenga no sangue porta e
sistémico foi detectada tanto nos grupos cirlrgicos como nos grupos
controles. Estudos sugerem que a translocagdo das endotoxinas ocorra
preferencialmente através do sangue porta. Estes produtos bacterianos
atingem o figado, onde as células do sistema reticuloendotelial exercem
importante papel no bloqueio da passagem para a circulagao sistémica e
outros 6rgaos.>’°%>

Quando o figado é submetido a um periodo de isquemia ocorrem
diversas alteragdes funcionais no 6rgao. Os grupos cirurgicos deste estudo
foram submetidos a lesao de isquemia hepatica tanto parcialmente (grupo II)

quanto totalmente (grupo |). Conseqlentemente, a atividade do clareamento

hepatico nestes animais ficou reduzida e assim se manteve ao longo do
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periodo de revascularizagdo. Segundo dados de literatura, estas alteragdes
acabam provocando a liberagdo de maiores quantidades de endotoxina, que
atingem a circulagcdo sistémica, podendo provocar alteragdes em outros
orgaos, como, por exemplo, o processo inflamatério pulmonar com
conseqiientes disturbios funcionais.®*'%

Outro fator que pode estar relacionado com a alteragao na funcao de
clareamento hepatico € a presenca maci¢ca de endotoxina, ou seja, em
quantidade acima da capacidade de metabolizacao pelo figado. Estudos tém
demonstrado que o figado possui capacidade de eliminar endotoxinas
somente até uma determinada quantidade.®®

O resultado das andlises comparativas para a concentracdo de
endotoxinas entre os grupos revelou alteragdo significante em relagao a
concentracdo no sangue sistémico dos animais que foram submetidos a
isquemia hepatica total com estase intestinal. Este fato provavelmente esta
associado as alteracbes do clareamento hepatico descritas acima. Nestes
animais, a isquemia total do 6rgao poderia estar comprometendo totalmente
a capacidade de clareamento hepatico, permitindo a liberagdo de maior
quantidade de endotoxina para o sangue sistémico. Adicionalmente, o
aumento da permeabilidade intestinal, causado pela estase sanglinea
intestinal decorrente da estase portal, ocorrida somente neste grupo, pode
estar associado a maior concentragcao detectada neste grupo.

Por outro lado, os animais que sofreram isquemia hepatica parcial
sem estase venosa intestinal, ainda possuiam uma porcentagem de

parénquima hepatico funcionante que talvez tenha sido capaz de clarear em



Discusséao 55

parte as endotoxinas translocadas, ndo causando alteragcao significante na
concentracdo quando comparado com 0s grupos controle.

Quanto a dosagem de endotoxina no sangue porta, nenhuma
alteracao significante foi encontrada entre os grupos analisados. Conforme
ja descrito, a estase sanguinea intestinal decorrente da estase portal e a
lesdo de IR intestinal sao fatores que propiciam a ocorréncia de
translocagcado. Baseado nestes fatos, alteragdes significantes também em
relacdo a concentracdo de endotoxinas no sangue porta nos diferentes
grupos seriam esperadas. Mais uma vez, o tempo de colheita do sangue
pode ter sido o responsavel por estes resultados. Se considerarmos que a
translocagao consiste em um fendbmeno precoce, quando a colheita foi
realizada, apdés 60 minutos de reperfusao, grande parte das endotoxinas
poderia ja ter transmigrado.

O estudo da translocacdo bacteriana determinou, portanto,
translocagao tanto de bactérias quanto de endotoxinas do TGl para sitios

estéreis, em todos os grupos analisados. O fenbmeno foi mais intenso nos

animais submetidos a IR hepatica total com estase sanguinea intestinal.



6. CONCLUSOES
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O estudo desenvolveu modelo de colonizagdo do TGl de ratos com
cepas de Escherichia coli produtora de beta-lactamase de espectro
estendido e de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina, que
proporciona a viabilidade de estudos experimentais de translocagao

bacteriana.

A translocacao de bactérias do TGI para sitios estéreis foi demonstrada.

Translocagdao bacteriana ocorreu tanto em animais submetidos a
isquemia e reperfusdo hepatica com e sem estase intestinal, quanto nos

controles cirurgicos e n&o cirurgicos.

A translocacdo de Escherichia coli produtora de beta-lactamase de
espectro estendido para o pulmdo ocorreu com maior freqliéncia nos

grupos cirurgicos, inclusive controle, do que no controle nio cirurgico.

A translocacdo de Enterococcus faecalis para linfonodos mesentéricos
ocorreu com maior frequéncia nos ratos submetidos a isquemia e

reperfusdo hepatica com estase intestinal.
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6. A translocagdo de endotoxinas, medida pela concentragdo sanguinea
sistémica, ocorreu com maior intensidade nos ratos submetidos a

isquemia e reperfusdo hepatica com estase intestinal.

7. Nao houve diferengas entre os grupos quanto a proporgao de animais
com cultura positiva no sangue sistémico e porta e a concentracdo de

endotoxinas no sangue porta.



7. ANEXOS
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ANEXO A

1. MEIO SELETIVO PARA DETECCAO DE E. COLI RESISTENTE A

CEFTRIAXONA (CIM>100uG/ML)

¢ Composicdo: Caldo BHI (Brain Heart Infusion) acrescido de 100ug/mL de

ceftriaxona e 0,015% de azul de bromotimol

¢ Preparo do indicador (solucéo a 1,5%)

Pesar 1,5g do indicador de azul de bromotimol;
Dissolver em 100mL de etanol 95%;

Estocar em frasco escuro a temperatura ambiente.

Preparo do meio

Pesar e hidratar o meio de acordo com as especificacdes do fabricante;
Adicionar 1mL do indicador para cada litro de caldo BH;

Autoclavar a 121°C por 15 minutos;

Esfriar a temperatura ambiente e adicionar 0,1mL de ceftriaxona 1mg/mL
(concentragao final de 100ug/mL);

Distribuir aliquotas de 1mL em tubos de vidro com tampa de rosca;

Armazenar a 4°C.

Interpretacéo
Cor original do meio — verde
Positivo — desenvolvimento de cor amarela

Negativo — inalterado
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2. MEIO SELETIVO PARA DETECCAO DE VER (ENTEROCCUS-
VANCOMICINA-RESISTENTE)

¢ Composicao: Caldo BHI (Brain Heart Infusion) acrescido de 6ug/mL de

vancomicina e 0,016% de purpura de bromocresol

¢ Preparo do indicador (solugéo a 1,6%)
Pesar 1,6g do indicador de purpura de bromocresol;
Dissolver em 100mL de etanol 95%;

Estocar em frasco escuro sob refrigeracao.

¢ Preparo do meio
Pesar e hidratar o meio de acordo com as especificagdes do fabricante;
Adicionar 1mL do indicador para cada litro de caldo BHI;
Autoclavar a 121°C por 15 minutos;
Esfriar a temperatura ambiente e adicionar 0,6mL de vancomicina
10mg/mL (concentragao final de 6ug/mL) para cada litro de meio;
Distribuir aliquotas de 1mL em tubos de vidro com tampa de rosca;

Armazenar a 4°C.

¢ Interpretacéo
Cor original do meio — roxa
Positivo — desenvolvimento de cor amarela

Negativo — inalterado (roxa)
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Quadro1: Caracteristicas do crescimento bacteriano nos diversos meios de
cultura para Enterococcus faecalis e Escherichia coli

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Tamanho Médio Médio

Borda Circular Circular
Elevacao Elevada Achatada
Densidade Opaca Opaca

Cor Cinza Rosa (no MC)**
Consisténcia Brilhante Seca

Hemodlise em AS* Ausente Beta- Hemolise
Crescimento em MC** | Ausente Presente

FONTE: Adaptado de OPLUSTIL, 2004 %

* AS: Agar sangue de carneiro 5%; ** MC: meio Mac Conkey
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Anexo C - Resultado do crescimento microbiolégico das amostras de fezes,
de cada rato, durante as diferentes fases do processo de colonizacéo

Protocolo N° do animal Pré ATB Pré inoculacdo 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

Rato 1 1,5 8 2,3 2,3 2,3
1 Rato 2 1,5 3 2,3 2,3 2,3
Rato 3 9 8 2,3 2,3 2,3
Rato 4 1,5 2,3 2,3 2,3 2,3
Rato 5 1,4,5 2,3 2,3 2,3 2,3
2 Rato 6 1,4,5,6 2,3 2,3 2,3 1,2,3
Rato 7 1,3,4,5,6 2,3 2,3 1,2,3 2,3
Rato 8 1,4,5 2,3,7 2,3 2,3 1,2,3
Rato 9 1,2 4 2 8 8
Rato 10 1,4,5 7 2 2 2
3 Rato 11 4,56 2,3 2 2 2
Rato 12 1,2, 4 1,2 2 2 2
Rato 13 1,4 2 2 2,7 2
Rato 14 1,2,4,5 2,4 2 2 2
Rato 15 1,2, 4 8 2 8 8
4 Rato 16 1,2, 4 2 2 2 2
Rato 17 1,4,5 8 2 3 3
Rato 18 1,2,3,4 8 2 8 3
Rato 19 1,2,3,4 1,2 1,2,3 3 3
5 Rato 20 1,4 1 1 7 7
Rato 21 2,3,8 8 3 3 3
Rato 22 2,3 8 1 7 8
Rato 23 1,5 2 2 2 2
6 Rato 24 2,3, 4 2 8 2 2
Rato 25 1,2,3,4 8 8 2 2
Rato 26 2,3,4 2 8 8 2
Rato 27 5 8 5 8 3
7 Rato 28 1,4 8 7 7 7
Rato 29 1,5 8 7 8 8
Rato 30 1,2, 4 8 1 8 8
Rato 31 1,4 2 2 2 2
8 Rato 32 1,5 8 2 2 2
Rato 33 1,2,5 8 2 1,2 2,3
Rato 34 1,2,6 8 2 3 3
Rato 35 1,2, 4 2,3 1 1,2 2,3,4
9 Rato 36 1,2,5 3 1,2, 3 1,2,3 2,3
Rato 37 1,2, 3 2,3 1,2 1,2, 4 9
Rato 38 2,4 8 1,2 8 3
Rato 39 1,2,5 8 1,2 1,2 1
10 Rato 40 1,2,6 8 1,2, 3 2,3 2
Rato 41 1,2, 3 3 1,2 1 2,3
Rato 42 1,2 3 1,2 2 3

1:E.coli; 2: Entercocus sp; 3: Sthaphylococus sp; 4: Streptococus sp; 5: Proteus sp;
6: Edwardsiella sp; 7: BGN; 8: auséncia de crescimento bacteriano; 9: sem amostra
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Anexo D - Resultados do crescimento microbiolégico para cepas
bacterianas inoculadas resgatadas nas amostras de fezes de cada rato
durante o estudo da Translocacéo Bacteriana

Tabela 1- Resultado do crescimento microbioldgico para cepas bacterianas
ERV por 6rgao ou tecido nos diferente grupos

sangue linfonodo linfonodo
sistémico mesentérico cervical
0 0
0 0

grupo pulmao baco figado sangue porta

o

rato 1 |
rato 2 |
rato 3 |
rato 4 |
rato 6 |
rato 7 |
rato 8 |
rato 10 |
|
|
|
|
|
|
|

o oo
- OO0

rato 11

rato 12

rato 13

rato 15

rato 17

rato 26

rato 27

rato 5 I}
rato 40 1
rato 41 I}
rato 42 I}
rato 43 I}
rato 44 I}
rato 45 1]
rato 46 1]
rato 47 1]
rato 49 1]
rato 50 11
rato 51 1
rato 52 1
rato 53 1
rato 54 1
rato 9 1]
rato 14 1]
rato 16 1]
rato 18 1]
rato 19 1]
rato 20 1]
rato 33 1]
rato 35 1]
rato 21 \%
rato 22 v
rato 23 \%
rato 24 \Y
rato 30 v
rato 32 \%
rato 36 v
rato 38 [\

OO0 0000000 ~~r000C 000 ~~0~~000O0

L 00,000 202 A3 1002200002223 a3 a3a02a0"Aaa00- a3
000000000000 000000 000002022000 2200220000 =
0O 200020232 1A 3 XA aAan0000000 223 aanaa0aAaana0a00 -
0000000000000 00000000000000O00O0O0O0O0OO 0O
000000000020 20000200000 2000000000 0= 2 A
00000002000 000000 20000000200 2200000000 0O 0

OCO0OO0OO0O 2000000000

I: grupo cirdrgico isquemia com estase intestinal; Il: grupo cirurgico isquemia sem estase intestinal; Ill: grupo
controle cirurgico; IV: grupo controle ndo cirdrgico 0: auséncia crescimento microbiolégico (negativo); 1: presenga
de crescimento microbiolégico (positivo); Casa em branco (vazios) - sem amostra.
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Tabela 2- Resultado do crescimento microbiolégico para cepas bacterianas

E. coli ESBL positiva por 6rgdo ou tecido nos diferente grupos

grupo

pulméao

baco

figado

sangue porta

sangue
sistémico

linfonodo
mesentérico

linfonodo
cervical

rato 1

rato 2

rato 3

rato 4

rato 6

rato 7

rato 8

rato 10
rato 11
rato 12
rato 13
rato 15
rato 17
rato 26
rato 27
rato 5

rato 40
rato 41
rato 42
rato 43
rato 44
rato 45
rato 46
rato 47
rato 49
rato 50
rato 51
rato 52
rato 53
rato 54
rato 9

rato 14
rato 16
rato 18
rato 19
rato 20
rato 33
rato 35
rato 21
rato 22
rato 23
rato 24
rato 30
rato 32
rato 36
rato 38

o

000000020 A2 A A0 A0 200 A0 202 aadaa0Aaadaanaaa0aaada0

o

CO0OO0OO0O0O0OO0O0O0O0O0O 000,02, 000 20000000 2000220000200 00O0

o

000 A 2020022 20 0000202202202 aa0aA00 20200 =

0
0

o O o

OO0 0O0O0O0O0OO0O 00000000000

CO0OO0OO0O 2000000000

0
0

o oo

[eNeloNoNeNoNe oo oo oo Ro e R k=R =Nee oo oo oo ool e Ne oA o Ne)

OO0 2000000, 0202200000000 ,LP0000 L0022 000 22000 =-

o

CO0OO0OO0O0O0O0O 0000000200000 00O0O0 2200200000202 0000O0

I: grupo cirurgico isquemia com estase intestinal; Il: grupo cirdrgico isquemia sem estase intestinal; lll:grupo
controle cirtrgico; IV: grupo controle ndo cirdrgico 0: auséncia crescimento microbiolégico (negativo); 1: presenga
de crescimento microbiolégico (positivo); Casa em branco (vazios) - sem amostra
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Anexo D - Resultado das analises estatisticas comparativas entre os grupos

Tabela 1- Resultado das anadlises estatisticas comparativas entre os grupos
para crescimento microbioldégico positivo para cepas bacterianas ERV por
orgao ou tecido

Orgéo ou Tecido Grupos Comparados p*
lell 0,659
e lll 0,467
~ lelV 0,11
Pulmao e Il 0,467
IelV 0,11
Ielv 0,31
lell 0,5
e lll 0,404
lelV 0,058
Bago e Il 0,533
e lV 0,089
Ielv 0,233
lell 0,225
e lll 0,154
, lelV 0,11
Figado e Il 0,026
INelV 0,389
Ielv 0,013
lell 0,414
e lll 0,385
lelV 0,656
Sangue Porta e lll 0.682
eV 0,582
Ielv 0,533
lell 0,188
Sangue Sistémico lelll 0,347
lelV 0,347
lell 0,004
e lll 0,184
. L lelV 0,03
Linfonodo Mesentérico e lll 0.208
IlelV 0,415
Ielv 0,1
lell 0,5
e lll 0,288
. . lelV 0,288
Linfonodo Cervical e lll 0414
IlelV 0,414
e lV 0,767

*qui-quadrado ou teste exato de Fisher; I: grupo cirtrgico isquemia
com estase intestinal; Il: grupo cirargico isquemia sem estase
intestinal; 1ll:grupo controle cirdrgico; IV: grupo controle nao cirdrgico
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Tabela 2 - Resultado das analises estatisticas comparativas entre os grupos
para crescimento microbioldgico positivo para cepas bacterianas E.coli ESBL
por 6rgao ou tecido

Orgéo ou Tecido Grupos Comparados P
lell 0,5
e lll 0,533
Pulmao e v o
el 0,404
eIV 0,038
eV 0,02
lell 0,674
lelll 0,586
Baco lelV 0,257
¢ el 0,586
eIV 0,257
elV 0,233
lell 0,642
lelll 0,29
) lelV 0,389
Figado el 0,29
eIV 0,389
eV 0,157
lell 0,414
lelll 0,389
lelV 0,656
Sangue Porta el 0,682
eIV 0,585
elV 0,533
lell 0,216
lell 0,465
o lelV 0,193
Sangue Sistémico el 0,585
llelV 0,654
eV 0,5
lell 0,123
el 0,611
_ » lelV 0,118
Linfonodo Mesentérico Helll 0,152
lelV 0,565
elVv 0,141
lell 0,5
lelll 0,565
_ , lelV 0,0565
Linfonodo Cervical Nell 0,414
llelV 0,414
eIV 0,767

*qui-quadrado ou teste exato de Fisher; I: grupo cirurgico isquemia
com estase intestinal; II: grupo cirargico isquemia sem estase
intestinal; 11l:grupo controle cirargico; IV: grupo controle n&o cirargico
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Anexo E - Resultado das dosagens de endotoxina nas amostras sanguineas
porta e sistémica nos diferentes grupos avaliados durante o estudo da
Translocacao Bacteriana

Dosagem de Endotoxina Sanguinea (EU/mL)

grupo —
sangue porta sangue sistémico

rato 1 | <0,01 <0,01
rato 2 | 1,48 12,4
rato 3 |
rato 4 |
rato 6 | 2,5 18,6
rato 7 | 1,3 23,1
rato 8 | 2,9 3,21
rato 10 | <0,01 40,3
rato 11 | <0,01
rato 12 | <0,01 <0,01
rato 13 | <0,01 <0,01
rato 15 | <0,01 <0,01
rato 17 |
rato 26 | 1,4
rato 27 | 10,5 <0,01
rato 5 1 <0,01 <0,01
rato 40 1] <0,01 4,45
rato 41 I <0,01 <0,01
rato 42 1] <0,01 <0,01
rato 43 1] <0,01 <0,01
rato 44 I <0,01 0,84
rato 45 1] <0,01 7,49
rato 46 1] 1,78 1,92
rato 47 I 3,2 <0,01
rato 49 1] 2,47 <0,01
rato 50 1] <0,01 <0,01
rato 51 1 3,41 2,42
rato 52 I <0,01 1,4
rato 53 1]
rato 54 1] <0,01 1,43
rato 9 1l <0,01 1,02
rato 14 11 <0,01
rato 16 1l 0,85 <0,01
rato 18 11l <0,01 <0,01
rato 19 1l <0,01 <0,01
rato 20 11l <0,01 <0,01
rato 33 1l <0,01 <0,01
rato 35 1 <0,01 <0,01
rato 21 v <0,01 <0,01
rato 22 v 2.1 <0,01
rato 23 \Y) 0,14 0,143
rato 24 \Y) <0,01 <0,01
rato 30 \Y <0,01 <0,01
rato 32 v <0,01 <0,01
rato 36 \Y <0,01 <0,01
rato 38 IV <0,01 <0,01

I: grupo cirargico isquemia com estase intestinal; Il: grupo cirargico isquemia sem
estase intestinal; Ill: grupo controle cirurgico; IV: grupo controle n&o cirurgico
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