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RESUMO 
 
van der Heiden KM. Translocação bacteriana na isquemia- reperfusão hepática 
com e sem estase venosa intestinal : estudo experimental em ratos [tese]. São 
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo;2007. 81p. 
 
Atualmente, define–se como translocação bacteriana o deslocamento de 
bactérias e/ou seus produtos, como as endotoxinas, da luz do TGI para sítios 
estéreis. A ocorrência de translocação bacteriana tem sido sugerida em 
diversos estudos experimentais e clínicos. Apesar de todos estes estudos 
sustentarem a hipótese da ocorrência de translocação bacteriana, eles não 
demonstram que a bactéria detectada no sangue e em sítios 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 sítios estéreis são 
realmente de origem intestinal e que pudesse posteriormente viabilizar o 
estudo da translocação bacteriana.  Para isto, realizou-se a colonização de 
ratos através da inoculação, via gavagem, de solução de Enterococcus 
faecalis resistente a vancomicina (ERV) e E. coli produtora de β-lactamase de 
espectro estendido (ESBL). O perfil de resistência destas cepas foi utilizado 
como marcador. Posteriormente, este estudo avaliou a translocação 
bacteriana em ratos submetidos a isquemia-reperfusão hepática com e sem 
estase venosa intestinal, utilizando o modelo de colonização. Quarenta e seis 
animais foram divididos nos seguintes grupos: Grupo I (n=15) ratos 
submetidos a isquemia hepática e estase intestinal por 30 minutos, e 1h de 
reperfusão; Grupo II (n=15) ratos submetidos a 30 minutos de isquemia 
hepática parcial sem estase intestinal, e 1h de reperfusão;Grupo III (n=8) ratos 
controle que apenas sofreraam manipulação cirúrgica e Grupo IV (n=8) ratos 
controle não cirúrgico. Os grupos foram analisados em relação: a ocorrência 
de translocação bacteriana; proporção de animais com crescimento da cepa 
pré-definida de ERV  e  E. coli  ESBL, por órgão ou tecido; Concentração de 
LPS no sangue portal e sistêmico. Os resultados obtidos evidenciaram 
presença marcante de crescimento microbiológico positivo para cepas 
inoculadas na maioria dos órgãos ou tecidos analisados nos diferentes 
grupos. Desta forma, conseguimos comprovar que a bactéria detectada em 
sítios estéreis tem efetivamente origem no TGI daquele animal. A 
translocação de bactérias, para os órgãos sólidos, ocorreu com maior 
freqüência nos ratos submetidos a isquemia e reperfusão com estase 
intestinal. A translocação bacteriana para o pulmão ocorreu com maior 
freqüência nos grupos cirúrgicos, inclusive controle, do que no controle não 
cirúrgico. A translocação de endotoxinas, medida pela concentração 
sangüínea sistêmica, ocorreu com maior intensidade nos ratos submetidos a 
isquemia e reperfusão hepática com estase intestinal. Não houve diferenças 
entre os grupos quanto a proporção de animais com cultura positiva no 
sangue sistêmico e porta e concentração de endotoxinas no sangue porta. 
 
Descritores:  1.Translocação bacteriana 2.Isquemia 3.Reperfusão 
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]. 
São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 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 I (n=15) mice submitted to ischemic hepatica 
and intestinal stasis for 30 minutes, and 1h of reperfusion; Group II (n=15) 
mice submitted to partial ischemic hepatica for 30 minutes without intestinal 
stasis, and 1h of reperfusion; Group III (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 I 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 I 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 não só pelo 

seu papel na digestão e excreção de alimentos, mas também como um 

órgão metabólico e imunológico. Ele possui uma barreira fisiológica eficaz 

composta por vários componentes que, em condições fisiológicas, mantém 

bactérias e seus produtos, como as endotoxinas, no lúmen intestinal, 

enquanto permite a absorção de nutrientes. Em condições normais, o lúmen 

cecal apresenta uma concentração bacteriana por volta de 1012 

microrganismos por mL de fezes, enquanto o sangue do sistema porta e os 

linfonodos mesentéricos são estéreis, sugerindo a existência de um 

mecanismo de defesa eficaz contra a invasão de microrganismos.1,2 

Diversos fatores, como suco gástrico, enzimas pancreáticas, bile, muco, 

peristaltismo, tecido linfóide associado ao intestino e uma barreira celular 

composta por uma camada de células epiteliais colunares simples, 

interpostas por células especializadas como linfócitos e células M, estão 

envolvidos neste mecanismo de defesa.3  

Entretanto, qualquer alteração nesta barreira pode predispor ao 

aumento da permeabilidade intestinal, tornando possível a passagem de 

bactérias e endotoxinas através da parede intestinal.2,4 Wolochow et al 

(1966) denominaram esta passagem como translocação bacteriana.5 Berg e 

Garlington (1979) definiram translocação bacteriana como a passagem de 
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bactérias nativas viáveis do TGI para os linfonodos do mesentério (LNM) e 

para outros sítios extra-intestinais.6 Atualmente, define–se como 

translocação bacteriana o deslocamento de bactérias e/ou seus produtos, 

como as endotoxinas, da luz do TGI para sítios estéreis.7, ,8 9

Estudos experimentais demonstram que, além do aumento da 

permeabilidade da mucosa intestinal, outras condições como 

sobrecrescimento bacteriano intestinal ou deficiência na imunidade do 

hospedeiro podem estar relacionadas com a ocorrência da translocação 

bacteriana. 10, 11,12

A luz do trato gastrintestinal contém uma grande variedade de 

bactérias aeróbicas e anaeróbias próprias. A concentração destas bactérias 

varia ao longo do TGI, sendo que a região intestinal proximal e do estômago 

possui uma escassa população bacteriana. Em contrapartida, a região distal 

do íleo possui uma contagem total correspondente a 108 microrganismos por 

mL, e após a válvula íleo-cecal esta concentração aumenta para 1012 

microrganismos por mL.12 Esta microbiota própria exerce um importante 

papel na prevenção da colonização por microorganismos patogênicos 

exógenos.2, 12 Diversos fatores estão envolvidos no mecanismo regulatório 

das populações desta microbiota, formando micro ambientes onde bactérias 

facultativas, por exemplo, passam a utilizar oxigênio, criando assim um meio 

apropriado para o crescimento de anaeróbios obrigatórios, que ocupam o 

espaço reservado das células epiteliais, limitando a fixação de bacilos Gram-

negativos potencialmente patogênicos aos enterócitos.2,13 Deste modo, 
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qualquer alteração na concentração bacteriana desta microbiota proporciona 

falha neste mecanismo de resistência.  

 Terapias com antibióticos, como também algumas doenças, podem 

ocasionar alterações da microflora intestinal. Geralmente, nestes casos, há 

um sobrecrescimento significativo de bactérias no TGI proximal, fato que 

parece contribuir para a ocorrência de infecções nosocomiais.14 Estudos 

experimentais também demonstram que o sobrecrescimento bacteriano 

pode estar intimamente relacionado com a translocação bacteriana.15  

Sob condições normais, a bactéria é fagocitada antes de atingir os 

linfonodos mesentéricos ou os vasos linfáticos.16 Acredita-se que em 

indivíduos imunodeprimidos o organismo torna-se incapaz de lidar com a 

quantidade de bactérias presentes, permitindo assim o ingresso e a 

sobrevivência destas bactérias em um sítio extra-intestinal distante.  

Estudos em camundongos mostram que a ocorrência de translocação 

bacteriana é mais comum em atímicos quando comparados a animais 

controle, sugerindo um papel específico da imunidade mediada por células T 

na inibição da translocação.17 Agentes imunossupressores têm sido 

associados ao aumento na translocação de bactérias para linfonodos 

mesentéricos em roedores, e doenças hematológicas têm sido associadas a 

aumento na translocação em humanos, sugerindo que o mecanismo seja 

uma manifestação de imunossupressão.14,17

A translocação bacteriana é conseqüência de um processo 

inflamatório intestinal local, em que há produção de mediadores que 

exacerbam a resposta inflamatória sistêmica e promovem alterações 
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metabólicas e circulatórias. Diversas substâncias, como TNF-α, interleucinas 

(IL-1, IL-4, IL-6, IL-8) e outras citocinas, prostaglandinas, prostaciclinas, 

óxido nítrico e proteínas inflamatórias de macrófagos (MIP) são liberadas em 

decorrência do processo inflamatório intestinal local e estes mediadores, 

como também as endotoxinas, desencadeiam no organismo reações 

inflamatórias em órgãos distantes, que podem culminar com a Síndrome da 

Resposta Inflamatória Sistêmica (SIRS) e com a Síndrome da Disfunção de 

Múltiplos Órgãos.18,19   

Com a evolução no conhecimento dos mediadores químicos e de 

seus mecanismos de ação, tornou-se necessária uma reavaliação dos 

papéis do agente infeccioso e do hospedeiro frente à resposta a infecção e 

inflamação, surgindo então um paradigma que aponta uma atenção não 

mais só ao agente infeccioso, mas também à resposta do hospedeiro.20

A ocorrência de translocação bacteriana tem sido sugerida em 

diversos estudos experimentais e clínicos.21,22 Há descrições em grandes 

cirurgias abdominais, como cirurgia de aorta abdominal,23 ressecção 

hepática e transplante de fígado;24, , ,25 26 27 no choque;28,29 no fenômeno de 

isquemia e reperfusão; 19,30 em queimadura;31,32 no trauma;33,34 no 

tratamento com drogas imunossupressoras 35,36 e na sepse.37,38 Marshall 

et al., 1993, demonstraram que mais de 90% dos pacientes com quadro 

infeccioso apresentaram pelo menos um episódio com isolamento de 

microorganismo simultaneamente presente no TGI proximal.39 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 possível reservatório bacteriano que causa a 

infecção sistêmica por meio da translocação.40,  41 Quanto ao aspecto 

microbiológico associado a pacientes com sepse, um significativo 

percentual tem como fator etiológico as bactérias Gram-negativas da 

família Enterobacteriaceae,42, , ,43 44 45 sendo os gêneros Enterobacter 

cloacae46 e Escherichia coli (E. coli) referidos como os mais 

freqüentes.14,40,41 Nestes casos, mais uma vez, a semelhança entre 

bactérias isoladas no foco séptico e bactérias presentes no TGI alto, 

embora não comprove, sustenta a hipótese do intestino ser o foco de 

disseminação de microorganismos.3,14,41 

Apesar de todos estes estudos sustentarem a hipótese da ocorrência 

de translocação bacteriana, eles não demonstram que a bactéria detectada 

no sangue e em sítios estéreis tem efetivamente origem no TGI daquele 

animal ou paciente. Portanto, há necessidade de se estabelecer um modelo 

experimental que comprove que bactérias isoladas em sítios estéreis são 

realmente de origem intestinal e que viabilize o estudo depurado da 

translocação bacteriana.  

Existem, aparentemente, duas vias de translocação: a via porta ou 

hematogênica e a via linfática.16, , , ,47 48 49 50 Pela via porta, as bactérias 

intestinais alcançam a microcirculação hepática através da veia porta, sendo 

disseminadas para outros órgãos pela circulação sangüínea. Pela via 

linfática, as bactérias presentes no líquido intersticial do intestino seriam 

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

ducto torácico, atingindo finalmente a circulação sistêmica. 
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Na via hematogênica de translocação, o eixo fígado-intestino 

representa um dos sistemas de defesa da barreira intestinal. Este sistema 

parece atuar principalmente contra a passagem de endotoxinas, pois estas 

são normalmente clareadas pelo sistema reticuloendotelial hepático.51 Em 

situações de lesão hepática isquêmica este processo de clareamento pode 

ser comprometido. 52

A lesão de isquemia-reperfusão (IR) hepática pode ocorrer em 

algumas situações da prática clínica e cirúrgica, como no trauma hepático, 

nas cirurgias de ressecção hepática e no transplante de fígado.24,25,26,27 A 

lesão de IR é caracterizada por um período variável de isquemia do órgão, 

com agravamento da lesão hepatocelular após a revascularização.53 Ela 

promove alterações estruturais no hepatócito. Após 20 minutos de isquemia, 

encontram-se lesões em organelas dos hepatócitos, que se acentuam aos 

30 minutos,54 e após 60 minutos há evidências de lesão histológica 

permanente.55 Após 90 minutos, o fígado sofre alterações funcionais que 

podem aumentar a morbidade e a mortalidade do paciente.56

No processo de reperfusão, inicialmente há ativação das células de 

Kupffer com produção e liberação de espécies de oxigênio reativo, que 

lesam diretamente as células. Nesta fase, observa-se alteração da 

microcirculação,57,58 devido ao edema e à vasoconstrição, com estagnação 

de leucócitos e agregação plaquetária. Em próxima fase, mais tardia, além 

da maior ativação das células de Kupffer, há ativação de neutrófilos e 

liberação de moléculas inflamatórias que amplificam o processo de lesão 

hepatocelular.59
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Estudos que avaliem a ocorrência da translocação bacteriana nos 

processos de isquemia-reperfusão hepática e a distingam do fenômeno 

decorrente de outros fatores freqüentemente associados, como estase 

intestinal e manipulação cirúrgica abdominal, podem auxiliar no manejo de 

pacientes sob risco. 

  



 

 

2. OBJETIVOS 
 



Objetivos 10

 

 

 

 

1. Desenvolver modelo experimental de colonização de ratos com cepas de 

bactérias fenotipica e genotipicamente pré-definidas, para propiciar 

estudos de avaliação da translocação bacteriana. 

 

2. Identificar e comparar a translocação bacteriana em ratos submetidos a 

isquemia-reperfusão hepática com e sem estase venosa intestinal. 

 

 

 

  



 

 

3. MÉTODOS 
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3.1  PARTE I - COLONIZAÇÃO 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 

Laboratório de Investigação Médica do Serviço de Transplante e Cirurgia do 

Fígado (LIM 37) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (HCFMUSP), em biotério específico, em gaiolas 

individuais com fundo de malhas largas para reduzir coprofagia, que foram 

trocadas diariamente. Eles foram alimentados com ração para roedores e 

receberam água ad libitum.   

 

3.1.2  Fases do Processo de Colonização 

 

O processo de colonização ocorreu em três etapas (Figura 1): 

Fase I – Descolonização da flora intestinal habitual dos animais 

Fase II – Inoculação de cepas bacterianas pré-definidas  

Fase III – Determinação do tempo ideal de colonização pós-inoculação 

 

  



Métodos 13

 

Figura 1 - Fases do processo de colonização dos ratos com cepas de 
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (ERV) e Escherichia coli 
produtora de β-lactamase de espectro estendido (ESBL) 

 

 

3.1.2.1  Fases I e II - Descolonização e Inoculação de cepas bacterianas 

conhecidas 

Microorganismos 

Foram utilizadas cepas de Enterococcus faecalis resistente a 

vancomicina (ERV) e E. coli produtora de β-lactamase de espectro estendido 

(ESBL), isoladas de humanos, procedentes do Laboratório de Investigação 

Médica de Microbiologia (LIM 54) do HCFMUSP. As cepas foram cultivadas 

em placas de ágar-sangue de carneiro e, posteriormente, foram realizados 

subcultivos em caldo BHI (Brain Heart Infusion) a 35ºC por 18 horas. As 
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concentrações inibitórias mínimas (CIM) das cepas foram determinadas por 

microdiluição em caldo, conforme documento aprovado pelo Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI).60

 

Antibióticos 

 Antes da inoculação e colonização dos ratos, programou-se o uso de 

antibióticos sem espectro contra as cepas a serem utilizadas. Definiu-se, 

portanto, o uso oral de vancomicina e ceftriaxona, iniciando-se 7 dias antes 

da inoculação e mantendo-se durante todo o experimento.  

 Inicialmente, os ratos receberam água contendo 250 µg/mL de 

vancomicina61 e 1,4 mg/mL de ceftriaxona diariamente, sendo esta última 

determinada de acordo com dados de doses terapêuticas para ratos.62 Ao 

longo dos experimentos estas doses foram ajustadas, baseadas nos 

resultados do crescimento microbiológico, 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 gástrica,61 uma dose individual de 6 mL da suspensão bacteriana, 

composta por  3 mL de suspensão de ERV e de 3mL de suspensão de E. 

coli ESBL, com concentração final de aproximadamente 2x108UFC/mL. A 

concentração do inóculo, da mesma forma que a dose dos antibióticos, foi 

ajustada no decorrer dos experimentos. 
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3.1.2.2  Fase III - Determinação do tempo ideal de colonização  

 Para avaliar o melhor tempo de colonização, a partir da inoculação 

(dia zero), foram colhidas, em 24, 48 e 72 horas, amostras frescas de fezes 

de cada animal e submetidas a análise microbiológica.  

 As cepas de ERV e de E. coli ESBL recuperadas dos animais foram 

consideradas como sendo as cepas inoculadas, baseando-se na 

similaridade das características fenotípicas (provas bioquímicas e testes de 

susceptibilidade a antibióticos) e genotipicas (tipagem molecular 

determinada pela técnica de eletroforese de campo pulsátil - PFGE). 

 O tempo ideal de colonização foi determinado pelo melhor dia de 

crescimento bacteriano das amostras de fezes.  

 

3.1.3  Variáveis a serem definidas 

 

 As seguintes variáveis foram analisadas, em experimentos repetidos, 

para se obter colonização adequada: 

− Doses dos antibióticos 

− Quantidade de bactérias inoculada 

− Tempo ideal de colonização pós-inoculação. 
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3.2  PARTE II – ESTUDO DA TRANSLOCAÇÃO 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 específicas de ERV e de E. coli ESBL. Os animais foram mantidos no 

LIM 37 do HCFMUSP, em biotério específico, em gaiolas individuais, nas 

mesmas condições descritas no estudo da colonização. Eles foram 

alimentados com ração para roedores e receberam água ad libitum. 

 

3.2.2  Grupos de estudo  

 

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

grupos: 

Grupo I -  15 ratos submetidos a isquemia hepática e estase intestinal por 

30 minutos, e 1h de reperfusão. 

Grupo II -  15 ratos submetidos a 30 minutos de isquemia hepática parcial 

sem estase intestinal, e 1h de reperfusão.  

Grupo III -  8 ratos controle cirúrgico – apenas manipulação cirúrgica. 

Grupo IV –  8 ratos controle não cirúrgico. 
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3.2.3  Método operatório 

 

Todos os animais foram anestesiados por via intramuscular com 

cloridrato de cetamina 5% (Ketalar®, Cristália, São Paulo, SP), na dose de 

30 mg/kg, e éter. Durante todo o procedimento, o animal foi aquecido com 

lâmpada halogênica de 45W e 127V. A temperatura corpórea foi mantida 

entre 35 e 37°C. 

Foi realizada laparotomia mediana, estendendo-se por 

aproximadamente 4 cm, a partir do apêndice xifóide.  

Nos animais do grupo I, o pedículo hepático foi isolado e ocluído com 

pinça microvascular atraumática, proporcionando isquemia hepática 

associada a estase sangüínea intestinal. Nos animais do grupo II, fez-se o 

isolamento e oclusão do pedículo hepático comum dos lobos mediano e 

antero-lateral esquerdo, proporcionando isquemia hepática parcial. Esta 

técnica permite a drenagem venosa portal, proporcionando uma avaliação 

mais específica das lesões e conseqüências dependentes do processo de IR 

hepática.63,64  Nestes grupos, a incisão abdominal foi fechada para evitar a 

desidratação do animal. Após 30 minutos de isquemia quente, o abdome foi 

reaberto e a pinça removida, permitindo a reperfusão dos lobos hepáticos 

isquêmicos. A incisão foi novamente fechada com sutura contínua, e 

reaberta após 60 minutos (tempo de reperfusão) para colheita dos materiais.  

Os animais do grupo controle cirúrgico, grupo III, foram submetidos 

aos mesmos procedimentos cirúrgicos descritos para os grupos I e II, exceto 

a oclusão do pedículo hepático. Os animais do grupo controle não cirúrgico, 
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grupo IV, foram somente anestesiados, e submetidos a colheita de material 

em tempo idêntico ao dos demais grupos.. 

 

3.2.4  Colheita de material 

 

A colheita de material, nos grupos I e II, foi realizada 1 hora após o 

período de reperfusão hepática e intestinal, e nos grupos controle III e IV, 

após período idêntico ao de isquemia e reperfusão correspondente aos 

grupos experimentais. 

Foram coletados de todos os animais: 3 mL de sangue, sistêmico e 

porta, para hemocultura e dosagem de endotoxinas; fezes e fragmentos de 

intestino grosso, intestino delgado, baço, fígado, pulmão e linfonodos 

cervicais e mesentéricos para cultura.  

 

3.2.5  Desfechos analisados 

 

Os desfechos analisados e comparados entre os grupos foram:  

− Proporção de animais com crescimento da cepa pré-definida de 

ERV, por órgão ou tecido 

− Proporção de animais com crescimento da cepa pré-definida de 

E. coli  ESBL, por órgão ou tecido  

− Concentração de LPS no sangue porta  

− Concentração de LPS no sangue sistêmico. 

 

  



Métodos 19

3.2.6  Tratamento Estatístico 

 

 Como não havia dados disponíveis para estimar a diferença entre os 

grupos, o cálculo da amostra baseou-se na média do número de animais 

utilizados em estudos experimentais avaliando translocação bacteriana.(REF) 

A análise descritiva do estudo foi preparada sob a forma de gráficos e 

tabelas, utilizando-se, para as variáveis quantitativas, médias e medianas 

para resumir as informações, e desvio padrão para indicar a variabilidade 

dos dados. Para as variáveis qualitativas, apresentadas em forma de 

tabelas, foram utilizadas freqüências absolutas e relativas. 

Para as análises das proporções de animais com cultura positiva, 

por órgão ou tecido e por agente, foi utilizado o teste de qui-quadrado de 

Pearson para as comparações entre todos os grupos. As análises entre 

dois grupos foram feitas por qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando 

apropriado.  

Os resultados das concentrações de LPS, entre todos os grupos, 

considerados variáveis paramétricas, foram analisados pelo teste ANOVA. 

Os casos que apresentaram diferença significante foram submetidos ao 

teste de Tukey para análise dois a dois. 

Em todos os testes o nível de significância adotado foi de 5%, desta 

forma, diferenças significantes entre os grupos apresentaram como 

resultado dos testes valores abaixo de 0,05 (p<0,05). As análises foram 

realizadas através dp programa SPSS 13. 

 

  



Métodos 20

3.3  AVALIAÇÃO MICROBIOLÓGICA 

 

 Toda a análise microbiológica, englobando isolamento, identificação 

e teste de sensibilidade dos microrganismos, e também a caracterização 

genotípica 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 sistêmico foi 

colhido e imediatamente acondicionado em frascos para hemocultura (Bac–

Hemocult pediátrico®, DME, Araçatuba, SP) para microrganismos aeróbios 

e/ou anaeróbios. Os frascos foram incubados a 35°C por 30 dias em 

aerobiose. As amostras foram cultivadas em ágar sangue de carneiro 5%, 

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

 

3.3.2  Coprocultura 

 

No período de colonização dos animais, foi realizada coprocultura 

antes e 24, 48 e 72 horas após a colonização, e, no estudo da translocação, 

sempre antes e 24 horas após a inoculação. 

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. Após este período as 

amostras foram plaqueadas em agar sangue de carneiro a 5%, agar 
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MacConkey e agar SS (Salmonella-Shigella) e incubadas sob as mesmas 

condições descritas anteriormente. As amostras de fezes provenientes do 

estudo de translocação bacteriana foram cultivadas, adicionalmente, em 

meios seletivos para ERV e E. coli ESBL (Anexo A). A identificação dos 

isolados foi realizada após a análise do crescimento bacteriano nos 

diferentes meios de cultura empregados, observando-se as características 

macroscópicas e microscópicas das colônias, e posterior realização de 

provas bioquímicas. 65

Os isolados identificados como E. faecalis e E. coli foram submetidos 

a testes de sensibilidade específicos (triagem para ERV e ESBL) para 

confirmação fenotípica do isolado inoculado.  

 

3.3.3  Culturas de Fragmentos de tecidos 

 

Foram colhidas amostras de intestino delgado e grosso, fígado, baço, 

pulmão, linfonodos cervicais e mesentéricos. 

As amostras foram cuidadosamente maceradas e cultivadas em caldo 

BHI a 35oC. Após 24 horas de incubação, em aerobiose, uma alíquota do 

caldo BHI foi plaqueada em agar sangue de carnerio a 5% e outras duas 

alíquotas de 0,1 mL foram inoculadas em caldo seletivo para Enterococcus 

spp. vancomicina resistente e caldo seletivo para E. coli resistente a 

ceftriaxona (CIM>100μg/mL).  Após 24 horas de incubação, a 35oC em 

aerobiose, os caldos foram semeados em placas de agar sangue e estas 

incubadas nas mesmas condições descritas anteriormente.66
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3.3.4  Isolamento e identificação dos microrganismos 

 

As colônias bacterianas isoladas foram submetidas a microscopia 

óptica e identificação bioquímica. A identificação das colônias foi realizada 

após a análise do crescimento bacteriano nos diferentes meios de cultura 

empregados, observando-se suas características quanto ao tamanho, 

borda, elevação, cor, densidade, consistência e hemólise em agar sangue 

(Anexo B, Quadro 1). 

 Cocos Gram-positivos não-hemolíticos, suspeitos de Enterococcus 

spp., foram submetidos às provas de catalase, hidrólise da esculina e 

tolerância ao cloreto de sódio 6,5%.64 Bacilos Gram-negativos, suspeitos de 

E. coli, foram identificados pelo meio de IAL (Rugai modificado) e provas de 

oxidase e utilização de citrato.64,65

Várias colônias foram utilizadas na identificação e posteriormente 

submetidas aos testes de sensibilidade para confirmação de seu fenótipo.  

 

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

Enterococcus faecalis resistente a vancomicina 

 Os isolados de E. coli foram submetidos a uma triagem por diluição 

em Agar, onde 100 μg de ceftriaxona foram incorporadas em meio de 

cultura agar Mueller-Hinton conforme padronização proposta pelo 

NCCLS.67 Os isolados considerados resistentes, com CIM superior a 100 

μg/mL, foram submetidos ao teste de aproximação dos discos para 

confirmação da produção de β-lactamase de espectro estendido (ESBL).  
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Para determinar a concentração de ceftriaxona incorporada no agar, foi 

determinada a CIM do isolado usado na colonização dos animais pelo 

método de microdiluição em caldo.67  

Para realização do teste de aproximação foram utilizados discos de 

ceftazidima (30 μg), ceftriaxona (30 μg), cefotaxima (30 μg), aztreonam (30 

μg) e amoxacilina-ácido clavulânico (30 μg/10 μg).  

Foi preparada uma suspensão bacteriana na escala 0,5 de McFarland 

(aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL) com auxílio de colorímetro (Vitek®, 

BioMerieux, Etoile, França). A suspensão foi inoculada de maneira 

homogênea, com auxílio de swab de algodão estéril, em placa de Petri 

(150mm de diâmetro) contendo ágar Mueller-Hinton (Anexo A). Os 

procedimentos seguidos nesta etapa foram realizados de acordo com as 

normas padronizadas pelo documento M2-A7 do NCCLS, 2002.68

Após um período de 15 minutos, os discos dos antimicrobianos foram 

aplicados nas placas e as mesmas foram incubadas a 35oC por 16 a 20 

horas, em atmosfera ambiente.60 A presença de um halo de inibição, ou de 

uma “zona fantasma”, entre os discos do antimicrobiano e do inibidor de β-

lactamase (que está localizado ao centro) indica que o isolado é um 

microorganismo produtor de ESBL. Assim, os isolados onde se observou a 

presença desta zona fantasma foram confirmados como sendo ESBL 

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

 

Para a detecção de VER, o teste foi realizado inoculando um isolado 

de Enterococcus spp. em agar BHI suplementado com 6 µg de 

vancomicina/mL.69 Foi preparada uma solução estoque 10.000μg/mL de 

vancomina, a qual foi armazenada a -20oC 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 suspensão 

bacteriana na escala 0,5 de MacFarland (aproximadamente 1,5 x 108 

UFC/mL) com auxílio de colorímetro. Foram inoculados 10 μL da suspensão 

em placa de Petri contendo ágar BHI com 6 μg/mL de vancomicina (Anexo 

A). As placas foram incubadas a 35ºC, durante 24 horas, e examinadas 

cuidadosamente para verificar a presença de pequenas colônias (>1 colônia) 

ou um tênue filme de crescimento, que indica a presença de resistência a 

vancomicina, conforme descrito no documento do CLSI.60 
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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. 

Após identificação e triagem da resistência dos isolados de ERV e E. 

coli ESBL, os mesmos foram armazenados em freezer -80oC, para eventual 

posterior análise molecular por PFGE. 

 

3.3.4.2  Tipagem molecular – Eletroforese de Campo Pulsátil  

Os microrganismos identificados fenotipicamente como ERV e E. coli 

ESBL foram analisados molecularmente por técnica de PFGE e os padrões 

moleculares obtidos foram comparados com os padrões das cepas originais 

utilizadas na colonização dos animais.  

 

Protocolo para caracterização molecular por PFGE  

A análise molecular foi feita pela técnica de eletroforese de campo 

pulsátil, de acordo com os protocolos descritos por Kaufmann, 199870 e 

Ridley, 1998.71

 

Preparo da suspensão bacteriana 

As bactérias foram repicadas em meio ágar sangue de carneiro 5% e 

incubadas por 18 a 24h, em temperatura de 35°C ± 2oC. Três a cinco 

colônias foram transferidas para tubos contendo 3 mL de caldo e incubadas 

a 35°C ± 2oC, 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 três 

vezes com 1 mL de solução fisiológica estéril. Após a última lavagem, o 

sobrenadante foi desprezado e o microtubo foi pesado em balança analítica. 

A massa bacteriana foi calculada e, em seguida, adicionou-se um volume 

adequado de solução de EDTA 25 mM pH8,0, obtendo-se uma suspensão 

bacteriana de concentração final de 100 μg/μL. 

 

Preparo dos blocos de agarose 

Os blocos de DNA foram obtidos pela mistura de 225 μL de tampão 

TEN (Tris 100 mM, pH7,5; EDTA 100 mM; NaCl 150 mM) acrescidos de 25 

μL da suspensão bacteriana com 250 μL de agarose a 2%, em tampão 0,5X 

TBE (Tris 0,089 M; ácido bórico 0,089 M; EDTA 0,002 M). Esta mistura foi 

colocada em moldes específicos e refrigeradas a 4oC por 30 minutos. 

 

Etapa de extração do DNA bacteriano 

Os blocos de agarose foram removidos dos moldes e incubados em 

2mL de tampão 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 agitação suave. Após 

este período, o tampão foi retirado e foram acrescentados 2,0 mL de 

tampão CHEF-TE (Tris 0,1 M, pH7,5; EDTA 0,1 M). Foi realizada uma 

lavagem com este último tampão e, em seguida, os blocos foram tratados 
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overnight, a 50oC, com solução de concentração final de 1,0 mg/mL de 

proteinase K (InVitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) em tampão ES 

(EDTA 0,4 M, pH9,3; Sarcosil 1,0%). Após este período de incubação, os 

blocos foram lavados cinco vezes com 2,0 mL de tampão CHEF-TE, em 

intervalos de uma hora sob leve agitação. Após a última lavagem, os 

blocos foram guardados a 4oC. 

  

Etapa de restrição enzimática 

Antes de realizar o tratamento enzimático, os blocos de agarose 

foram lavados cinco vezes com tampão DNS (Tris 0,1 M, pH 8,0; Cloreto de 

magnésio 5 mM), em intervalos de uma hora entre as lavagens. A restrição 

enzimática dos isolados de ERV foi realizada com 10U de enzima de 

restrição Sma (Invitrogen Life Techonologies, Carlsbad, EUA) por amostra, 

num período de aproximadamente 15 horas, a uma temperatura de 

incubação de 30oC. Para os isolados de E.coli ESBL, a restrição enzimática 

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-DRII (Bio-Rad, 

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

acrescido de 200μL de tiouréa 0,5 M, somente para E. coli.72  
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Os padrões de variação da corrente elétrica (switch time) foram 

estabelecidos de acordo com o microrganismo estudado. Para E. coli, as 

condições de corrida foram de 5 a 30 segundos (switch time inicial-final), 6 

V/cm (corrente elétrica) e período de corrida de 23 horas. Para ERV, as 

condições de corrida foram de 5 a 30 segundos (switch time inicial-final), 6 

V/cm (corrente elétrica) e período de corrida de 24 horas.  

Após a eletroforese, o gel foi corado com solução de brometo de 

etídio (1μg/mL) por 40 minutos, descorados em água 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, após a colheita de todas as amostras. 

 As amostras de sangue porta e sistêmico foram submetidas ao ensaio 

turbidimétrtico quantitativo para detecção de endotoxina “limulus amebocyte 

lysate” – LAL (Pyrogent-5000, Cambrex Bio Science, Walkersville, EUA). 

 O princípio do teste consiste na catalisação e ativação de uma pró-

enzima no LAL pela endotoxina bacteriana. A enzima ativada hidrolisa uma 

proteína coagulável (coagulina), que forma um coágulo gelatinoso. O ensaio 

LAL turbidimétrico mede o aumento na densidade ótica, ou seja, a turvação 

que precede a etapa de formação do coágulo gelatinoso.  
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 No intuito de se evitar ação de interferentes, as amostras foram 

diluídas, e posteriormente incubadas em microplacas para determinação da 

concentração de endotoxina. A análise foi realizada pelo software WinKQCL, 

conforme instrução do fabricante, e a concentração de endotoxina foi 

determinada através de comparação com a execução de uma série de 

padrões. De forma contínua, durante todo o ensaio, o leitor de microplacas é 

monitorado na absorbância de 340 nm de cada orifício da microplaca. 

Usando a leitura de absorbância inicial de cada orifício como seu próprio 

branco, o leitor determina o tempo necessário para que a absorbância 

aumente 0,03 unidades. Este tempo é denominado “tempo de reação”. O 

software WinKQCL executa automaticamente uma correlação linear log/log 

do tempo de reação de cada padrão com a concentração de endotoxina 

correspondente.   

  A linearidade da curva padrão na faixa de concentração utilizada para 

determinação dos valores de endotoxina foi verificada. O valor absoluto do 

coeficiente de correlação da curva padrão foi maior ou igual a 0,980.  Um 

controle positivo de produto (PPC) foi incluído nos testes. A reação ocorreu 

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

 

As amostras de fezes colhidas antes da administração dos 

antibióticos 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, estão descritos no Anexo C. 

            As doses dos antibióticos, as concentrações dos inóculos e o 

crescimento microbiológico de cepas de ERV e de E. coli ESBL 

recuperadas das fezes dos animais em 24, 48 e 72 horas, estão 

representadas na Tabela 1. 

            As caracterizações genotípicas das respectivas cepas, através 

da realização de tipagem molecular por PFGE, estão ilustradas nas 

Figuras 3 e 4. 

 

 

  



 

Tabela 1 - Variação das doses dos antibióticos, concentrações dos inóculos e resultado do crescimento microbiológico de 
cepas de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina e de E. coli produtora de β-lactamase de espectro estendido 
recuperadas nas amostras de fezes nos protocolos do processo de colonização 

  Doses antibióticos Número de ratos com cultura positiva 

 
Vancomicina  

(µg/ml) 
Ceftriaxona  

(mg/mL) 
Concentração do inóculo 

(UFC/animal) 24 horas 48 horas 72 horas 

Protocolo 

Numero 
total de 
ratos     ERV EC ERV EC ERV EC ERV EC 

1 4 250 1,4 2x108 2x108 0 0 1 0 1 0 

2 4 500 1,4 4,8x108 4,4x108 2 0 0 0 4 0 

32
R

esultados

3 5 750 3,5 10,4x108 12x108 4 0 2 0 4 0 

4 5 750 3,5 12x108 24x108 5 0 1 0 1 0 

5 4 750 0 12x108 24x108 0 0 0 0 0 0 

6 4 0 3,5 1,8x1010 3,6x109 0 0 0 0 0 0 

7 4 750 0 1,8x1010 3,6x109 0 0 0 0 0 0 

8 4 750 3,5 1,8x1010 3,6x109 4 0 0 0 2 0 

9 4 750 2,1 2,28x1010 1,08x1010 3 4 2 3 1 0 

10 4 750 2,1 2,4x1010 1,12x1010 4 4 3 2 2 

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

1 
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PM   1    2   3     4     5   6     7    8     9   10   11  12  13   PM 14   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 β-lactamase 
de espectro estendido determinados por PFGE. 26 isolados obtidos de 4 
animais após realização do processo de colonização. 
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 PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

 
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 não relacionada; coluna 11: Enterococcus faecium – cepa 
controle não relacionada 

 

Figura 4 - Perfis moleculares de cepas de Enterococcus faecalis 
vancomicina resistentes determinados por PFGE. Nove isolados obtidos de 
4 animais após realização do processo de colonização  

 

 

De acordo com o crescimento microbiológico e a caracterização 

genotípica de ERV e de E. coli ESBL recuperadas das fezes dos animais 

idênticas às cepas inoculadas, foram definidas as seguintes variáveis:  

− As melhores doses de ceftriaxona e vancomicina foram, 

respectivamente, de 1,4 mg/mL (90 mg/kg/dia) e de 750 μg/ml 

(32mg/kg/dia). As doses por quilo/dia foram calculadas considerado 

o consumo médio de água por dia, que foi de 15 mL. O uso oral 
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destes antibióticos inicia-se 7 dias antes da inoculação e é mantido 

durante todo o experimento.  

− A concentração ideal do inóculo foi de 2,28x1010 UFC/animal para 

ERV e de 1,08x1010 UFC/animal para E. coli ESBL. 

− O tempo ideal de colonização foi de 24 horas após a inoculação.  

 

 

4.2  PARTE II – ESTUDO DA TRANSLOCAÇÃO BACTERIANA 

 

4.2.1  Culturas 

 

Os resultados do crescimento microbiológico de cepas bacterianas 

pré-definidas e especificamente para E. coli ESBL e para ERV estão 

relacionados, respectivamente, nas Tabelas 2, 3 e 4. As análises 

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 estão contidos no Anexo D. 
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Tabela 2 - Número e proporção (positivos/avaliados) de animais com 
crescimento microbiológico positivo para cepas bacterianas E. coli ESBL 
positiva e/ou E. faecalis resistente a vancomicina por órgão ou tecido 

 Grupos 

Órgão ou Tecido I 
n= 15 

II 
n=15 

III 
n= 8 

IV 
n=8 

Pulmão 13/15 
(86,66%) 

13/15 
(86,66%) 

6/8  
(75%) 

3/8 
(37,5%) 

Baço 11/15 
(73,33%) 

6/15 
(40%) 

3/8 
37,5%) 

0/8 

Fígado 11/15 
(73,33%) 

10/15 
(66,66%) 

8/8 
(100%) 

4/8 
(50%) 

Sangue portal 2/12 
(16,66%) 

1/15 
(6%) 

0/7 1/8 
(12,5%) 

Sangue sistêmico 4/12 
(33,33%) 

1/15 
(6%) 

1/8 
(12,5%) 

0/8 

Linfonodo 
mesentérico 

12/15 
(80 %) 

5/15 
(33,33%) 

4/8  
(50%) 

1/8 
(12,5%) 

Linfonodo cervical 7/15 
(46,66%) 

6/15 
(40%) 

2/8  
(25%) 

1/8 
(12,5%) 

I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico. 
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Tabela 3 - Número e proporção (positivos/avaliados) de animais com 
crescimento microbiológico positivo para cepas bacterianas E. coli ESBL por 
órgão ou tecido 

 Grupos 

Órgão ou 
Tecido 

I 
n= 15 

II 
n=15 

III 
n= 8 

IV 
n=8 

P* 

Pulmão 10/15 
(66,66%) 

9/15 
(60%) 

6/8 
(75%) 

1/8 
(12,5%) 

0,044 

Baço 3/15  
(20%) 

3/15 
(20%) 

2/8 
(25%) 

0/8 0,542 

Fígado 8/15 
(53,33%) 

8/15 
(53,33%) 

6/8 
(75%) 

3/8 
(37,5%) 

0,512 

Sangue portal 2/12 
(16,66%) 

1/15   
(6%) 

0/7 1/8 
(12,5%) 

0,643 

Sangue 
sistêmico 

3/12  
(25%) 

1/15   
(6%) 

1/7 
(14,28%) 

0/8 0,320 

Linfonodo 
mesentérico 

7/15 
(46,66%) 

3/15 
(20%) 

4/8 
(50%) 

1/8 
(12,5%) 

0,171 

Linfonodo 
cervical 

3/15  
(20%) 

4/15 
(26,66%) 

1/8 
(12,5%) 

1/8 
(12,5%) 

0,804 

*Pearson qui-quadrado 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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Tabela 4 - Número e proporção (positivos/avaliados) de animais com 
crescimento microbiológico positivo para cepas bacterianas de E. faecalis 
resistente a vancomicina por órgão ou tecido 

 Grupos 

Órgão ou 
Tecido 

I 
n= 15 

II 
n=15 

III 
n= 8 

IV 
n=8 

P* 

Pulmão 11/15 
(73,33%) 

11/15 
(73,33%) 

5/8 
(62,5%) 

3/8 
(37,5%) 

0,307 

Baço 6/15 (40%) 5/15 
(33,33%) 

2/8 
(25%) 

0/8 0,221 

Fígado 11/15 
(73,33%) 

8/15 
(53,33%) 

8/8 
(100%) 

3/8 
(37,5%) 

0,039 

Sangue portal 2/12 
(16,66%) 

1/15 
(6%) 

0/7 1/8 
(12,5%) 

0,643 

Sangue 
sistêmico 

2/12 
(16,66%) 

0/15 0/8 0/8 0,144 

Linfonodo 
mesentérico 

10/15 
(66,66%) 

2/15 
(13,33%) 

3/8 
(37,5%) 

0/8 0,002 

Linfonodo 
cervical 

5/12 
(33,33%) 

4/15 
(26,66%) 

1/8 
(12,5%) 

1/8 
(12,5%) 

0,585 

*Pearson qui-quadrado 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico. 
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Tabela 5 - Resultado das análises comparativas estatisticamente 
significantes entre os grupos, para crescimento microbiológico positivo para 
cepas bacterianas E. coli ESBL por órgão ou tecido 

Órgão ou Tecido Grupos Comparados P* 

Pulmão I e IV 0,019 
Pulmão II eIV 0,038 
Pulmão III e IV 0,020 

*Teste exato de Fisher 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 

 

 

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

Órgão ou Tecido Grupos Comparados P* 

Linfonodo mesentérico I e IV 0,003 

Linfonodo mesentérico I e II 0,004 

Fígado II e III 0,026 

Fígado III e IV 0,013 

*Teste exato de Fisher 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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As caracterizações genotípicas de algumas cepas selecionadas, por 

PFGE, encontram-se nas Figuras 5 e 6. 

 

 

 
Coluna1: peso molecular; Colunas 2 a 6: rato 8, grupo I - isolados respectivos do baço, 
fígado, linfonodo mesentérico, sangue sistêmico, linfonodo cervical; Colunas 7 a   9: rato 17, 
grupo I - isolados respectivos do pulmão, fígado, sangue portal; Colunas 10 a 13: rato 40, 
grupo II - isolados respectivos do baço, fígado, pulmão, linfonodo cervical; Colunas 14 a 18: 
rato 52, grupo II- isolados respectivos do baço, fígado, linfonodo mesentérico, pulmão, 
linfonodo cervical; Colunas 19 a 22: rato 16, grupo III - isolados respectivos do baço, fígado, 
linfonodo mesentérico, pulmão; Colunas 23 a 25: rato 20, grupo III - isolados respectivos do 
fígado, linfonodo mesentérico, pulmão: Colunas 26 e 27: rato 21, grupo III- isolados 
respectivos dopulmão 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  
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    1    2     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 I - isolados respectivos do baço, 
fígado, linfonodo mesentérico, sangue sistêmico, pulmão; Colunas 7 a 13, grupo I - isolados 
respectivos do baço, fígado, pulmão, linfonodo mesentérico, sangue sistêmico, linfonodo 
cervical, sangue porta; Colunas 14 a 17: rato 40, grupo II - isolados respectivos do pulmão, 
baço, fígado, sangue sistêmico; Colunas 18 a 20: rato 43, grupo II - isolados respectivos do 
fígado, linfonodo cervical, fígado. Coluna 21: rato 45, grupo II – sangue porta; Coluna 22: 
rato 27, grupo I – sangue porta; Coluna 23: rato 13, grupo I – sangue sistêmico; Colunas 23 
a 25, grupo III - isoladas respectivos do pulmão, baço, fígado; Colunas 26 e 27: rato 24, 
grupo IV - isolados respectivos do fígado e sangue porta; Colunas 29 e 30: rato 30, grupo IV 
- isolados respectivos do fígado 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 β-
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 padrões das dosagens de 

endotoxinas do sangue porta e sistêmico, nos diferentes grupos, estão 

representados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. Os resultados da análise 

do teste de Tukey para concentração de endotoxina porta e sistêmico estão 

representados nas Tabelas 9 e 10 e nos Gráficos 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 padrões das dosagens de 
endotoxina no sangue porta, nos diferentes grupos  

  Grupos   

 I 
n= 15 

II 
N=15 

III 
n= 8 

IV 
n=8 

Média 1,868 0,776 0,121 0,280 

Mediana 0,650 0 0 0 

Desvio padrão 3,230 1,322 0,321 0,737 

P=0,247 (ANOVA) 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 

 

 

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

  Grupos   

 I 
n= 15 

II 
n=15 

III 
n= 8 

IV 
n=8 

Média 9,761 1,425 0,146 0,018 

Mediana 1,605 0,420 0 0 

Desvio padrão 13,804 2,179 0,385 0,051 

P =0,011 (ANOVA) 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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Tabela 9 - Comparação das concentrações de endotoxinas no sangue porta, 
entre os diversos grupos  

Grupos 
comparados 

Diferença 
Média 

Erro 
padrão P* Intervalo de 

confiança (95%) 

I e II 0,8976 0,7210 0,603 -1,042 a 2,837 

I e III 1,5519 0,8717 0,299 -0,793 a 3,896 

I e IV 1,3933 0,8365 0,356 -0,857 a 3,643 

II e III 0,6543 0,8484 0,867 -1,628 a 2,936 

II e IV 0,4957 0,8123 0,928 -1,689 a 2,681 

III e IV -0,1586 0,9485 0,998 -2,710 a 2,393 

* Teste de Tukey 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
 
 
Gráfico 1 - Representação das dosagens de endotoxina em sangue porta 
nos diversos grupos 
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                             II                          II                         IV I I  

 
LPS port: concentração de endotoxina em sangue porta (EU/mL) 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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Tabela 10 - Comparação das concentrações de endotoxinas no sangue 
sistêmico, entre os diversos grupos  

Grupos 
comparados 

Diferença 
Média 

Erro 
padrão P* Intervalo de 

confiança (95%) 

I e II 8,3360 2,9094 0,033 0,500 a 16,172 

I e III 9,6335 3,3332 0,031 0,657 a 18, 610 

I e IV 9,7431 3,3332 0,029 0,766 a 18,720 

II e III 1,2975 3,1144 0,975 -7,090 a 9,685 

II e IV 1,4071 3,1144 0,969 -6,981 a 9,795 

III e IV 0,1096 3,5135 1,000 -9,353 a 9,572 

* Teste de Tukey 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
 
 
Gráfico 2 - Representação das dosagens de endotoxina em sangue 
sistêmico nos diferentes grupos  
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LPS sis: concentração de endotoxina em sangue sistêmico (EU/mL) 
I: grupo cirúrgico isquemia hepática com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia 
hepática sem estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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A ocorrência de translocação bacteriana tem sido sugerida em 

diversos estudos experimentais e clínicos,21,22 porém eles não demonstram 

que a bactéria detectada no sangue e em sítios estéreis têm efetivamente 

origem no TGI daquele animal ou paciente. 

Na tentativa de comprovar que a bactéria detectada no sangue e em 

sítios estéreis tem efetivamente origem no TGI, alguns estudos 

experimentais utilizam modelos com inoculação de bactérias marcadas 

radioativamente (tm99 E.coli), 73,74 ou técnicas de biologia molecular.75,76  

A primeira parte do atual estudo foi desenvolvida como uma alternativa 

para a avaliação futura de translocação bacteriana utilizando o perfil de 

resistência 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 são necessários, pois utiliza microrganismos resistentes.  

Bactérias da família Enterobacteriaceae e Enterococcus constituem 

um grande porcentual da flora bacteriana habitual de ratos77,78 e muitos 

estudos apontam as Gram-negativas dos gêneros Enterobacter cloacae46 e 

E. coli14,40,41  como os mais freqüentes agentes etiológicos  de infecção 

sistêmica causada por meio da translocação. Portanto, a seleção 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 ocorrência da translocação, quanto uma Gram-

postiva, o ERV, que apesar de menos descrita constitui um microrganismo 

habitual da flora intestinal.  

A primeira fase do processo de colonização consistiu na 

descolonização da flora intestinal habitual dos animais, com uso de 

vancomicina e ceftriaxona. O uso destes antibióticos não absorvidos pelo TGI 

acarretou na eliminação desta flora e, assim, permitiu um melhor crescimento 

bacteriano das cepas inoculadas, resistentes a estes antibióticos, 

proporcionando a colonização do TGI por estes microorganismos. 

O estudo da colonização foi realizado em etapas (protocolos) e a 

análise dos resultados se baseou no crescimento microbiológico das 

amostras de fezes realizado para cada experimento. 

Nos primeiros experimentos, houve fraco crescimento microbiológico 

das cepas de ERV e nulo para as cepas de E.coli ESBL. Por outro lado, 

houve crescimento de outras bactérias fenotipicamente diferentes. Este 

padrão foi mantido mesmo quando se usou apenas um dos dois antibióticos. 

Esta ausência de crescimento bacteriano sustenta a hipótese de que a 

presença de antibióticos predispõe à colonização do TGI.79, 80

O inicial insucesso no resgate das cepas inoculadas, associado à alta 

frequência de crescimento de outras cepas, fez com que a dose dos 

antibióticos e as concentrações dos inóculos fossem ajustadas, até que o 

resgate dos microorganismos inoculados fosse representativamente 

considerável, o que ocorreu com o protocolo 9 e, posteriormente, foi 
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confirmado com o protocolo 10. Com isto, pôde-se determinar as melhores 

doses dos antibióticos, as concentrações ideais dos inóculos bacterianos e o 

tempo ideal de colonização. A semelhança genotípica dos microorganismos 

inoculados foi comprovada através da análise do gel de PFGE.  

Desta maneira, conseguimos desenvolver um modelo alternativo 

simples, de baixo custo e provavelmente facilmente reprodutível, onde ratos 

colonizados com bactérias resistentes puderam ser usados no estudo da 

translocação bacteriana. 

Vários estudos demonstram que alterações na barreira intestinal 

podem predispor ao aumento de sua permeabilidade, com conseqüente 

ocorrência de translocação bacteriana.2,4,19,25,26,27,30  

A lesão de isquemia intestinal constitui uma alteração de principal 

importância, onde a lesão por hipóxia provoca ruptura da barreira normal. 

Além disso, vários estudos têm demonstrado que, quando associada ao 

fenômeno de reperfusão, ocorre o acúmulo de oxidantes tóxicos, induzindo a 

lesão celular e, conseqüentemente, ruptura da integridade da membrana 

celular.2 Os oxidantes, além de causarem lesão tecidual direta, podem 

promover uma resposta inflamatória intestinal, com produção de mediadores 

químicos que aumentam ainda mais a permeabilidade intestinal.  

A isquemia e reperfusão hepática causam alterações funcionais e 

estruturais na célula hepática, reduzindo sua capacidade e clareamento. 

Alguns fatores como a estase sangüínea intestinal decorrente da 

estase portal, a lesão de IR intestinal e a diminuição do clareamento 

hepático propiciam a ocorrência de translocação. Portanto, para a avaliação 
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da translocação bacteriana, no presente estudo, utilizou-se modelo 

experimental onde alguns animais foram submetidos a lesão de IR hepática 

total com estase sangüínea intestinal, e outros a IR hepática parcial sem 

estase intestinal.  Desta forma, este modelo interferiu na fase final do 

mecanismo de defesa contra a translocação, o eixo fígado-intestino.  

Os modelos descritos na literatura submetem todo o fígado ou apenas 

segmentos a tempos diferentes de isquemia e reperfusão. O tempo em que 

o animal é submetido à lesão de IR está relacionado com a gravidade das 

alterações encontradas, podendo ocorrer lesões irreversíveis no fígado e 

repercussões à distância, causando até mesmo o óbito do animal.  

Os tempos de IR utilizados neste estudo foram determinados por meio 

de estudo piloto e de análise de dados da literatura.  Em animais com 

pinçamento do pedículo hepático comum dos lobos mediano e ântero-lateral 

esquerdo, como no grupo II do atual estudo, permite-se a drenagem venosa 

portal através dos demais segmentos hepáticos, possibilitando tempos de 

isquemia mais prolongados e minimizando a interferência dos mediadores 

químicos inflamatórios secundários a estase intestinal.  Nestes casos, 

tempos de isquemia inferiores a 60 minutos não demonstram causar lesões 

teciduais, mas tempos superiores a 120 minutos acarretam em aumento 

significativo da mortalidade.81 Estes tempos encontram-se reduzidos quando 

a isquemia hepática é total, sendo que após 60 minutos já existem 

evidências de lesão histológica permanente.82 Após 90 minutos, o fígado 

sofre alterações funcionais que podem aumentar a morbidade e a 

mortalidade do animal.83
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Deste modo, através de estudo piloto o tempo de isquemia ficou 

estabelecido como 30 minutos, pois tempos superiores constituíam em alto 

risco de morte dos animais.    

O tempo de reperfusão foi também determinado por estudo piloto, 

baseando-se nos dados encontrados na literatura. Até 60% das lesões 

secundárias causadas pelos radicais livres são observadas em 60 minutos 

de reperfusão.81 Deste modo, o tempo de 60 minutos de reperfusão foi 

considerado como sendo suficiente para evidenciar translocação bacteriana. 

A translocação foi avaliada em dois grupos, submetidos a lesão de 

isquemia e reperfusão hepática total ou parcial. Os 30 minutos de isquemia 

associados aos 60 minutos de reperfusão foram suficientes para 

comprometer o clareamento hepático e promover a passagem de bactérias e 

de seus produtos para sítios estéreis.  

O fato da ocorrência da translocação bacteriana é inegável. Os 

resultados obtidos evidenciaram presença marcante de crescimento 

microbiológico positivo para cepas bacterianas E. coli  ESBL e/ou ERV na 

maioria dos órgãos ou tecidos analisados nos diferentes grupos. As mesmas 

bactérias inoculadas, marcadas através do perfil de resistência, foram 

encontradas em diversos sítios estéreis tanto nos grupos cirúrgicos como nos 

grupos controle. Desta forma, conseguimos comprovar que a bactéria 

detectada em sítios estéreis tinha efetivamente origem no TGI daquele animal. 

O aumento da permeabilidade intestinal, causado pela estase 

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

hepática foi total, provavelmente intensificou o processo de translocação. 
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Além do aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, outras condições 

como sobrecrescimento bacteriano intestinal ou deficiência na imunidade do 

hospedeiro podem estar relacionadas com a ocorrência da translocação 

bacteriana. 10,11,15

Uma solução bacteriana concentrada (2,3x1010) 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 cirúrgico (grupo III) e ao fenômeno de isquemia e reperfusão 

hepática parcial (grupo II) e total (grupo I).  

Aparentemente, a translocação ocorreu de forma mais intensa nos 

grupos cirúrgicos, inclusive no controle cirúrgico, e de forma mais branda, 

embora presente, no grupo controle não cirúrgico. 

Todos os animais do presente estudo estavam sob a condição de 

sobrecrescimento bacteriano intestinal. Estudos demonstram que este 

sobrecrescimento pode ser o único fator responsável pela translocação, ou 

seja, o aumento da concentração bacteriana intestinal pode provocar 

translocação mesmo quando há integridade da barreira intestinal e aparente 

normalidade da condição imunológica do hospedeiro.15

O grupo controle não cirúrgico (grupo IV), no qual os animais somente 

receberam a solução bacteriana, representa claramente este contexto. Neste 

grupo, as condições de sobrecrescimento favoreceram a ocorrência da 

translocação, mesmo na ausência de outros fatores indutores. 

Por outro lado, a detecção de translocação no controle cirúrgico foi 

marcante, algumas vezes não existindo diferença significante quando 
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comparado com os grupos com IR hepática. Este fato demonstra que o 

procedimento cirúrgico, por si só, constituiu um fator de trauma suficiente 

para provocar a translocação das bactérias da luz intestinal para os sítios 

extra-intestinais analisados. 

O grupo que sofreu isquemia e reperfusão com estase intestinal 

apresentou, em alguns sítios, proporção 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 translocação.  

Em relação ao crescimento de E. coli ESBL e de ERV, as diferenças 

entre os grupos foram detectadas em órgãos sólidos – pulmão, linfonodos 

mesentéricos e fígado. A presença preferencial das bactérias por estes 

tecidos pode ser explicada se considerarmos que estes órgãos sólidos são 

reconhecidos, eminentemente, como filtradores ou, no caso do pulmão, alvo 

inicial da agressão inflamatória.  

A translocação bacteriana ocorre por duas vias: hematogênica e 

linfática.16,47,48,49,50 Pela via hematogênica, as bactérias do TGI atingem a 

circulação porta e sofrem um processo de clareamento no fígado. Esta via 

justifica o significativo nível de bactérias recuperadas no fígado. Pela via 

linfática, as bactérias atingem sítios estéreis passando, inicialmente, pelos 

LNM, justificando o grande número de bactérias detectadas neste órgão.  

O isolamento de bactérias no sangue não foi tão comum quanto em 

outros sítios. 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 vários 
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estudos,47,48,49 que a migração de bactérias ocorre preferencialmente pela 

via linfática, um menor crescimento nas hemoculturas seria esperado. Desta 

forma poderíamos considerar que a translocação destas bactérias não 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, após 60 minutos de reperfusão. A translocação, 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 

análise microbiológica pode não ter sido o mais adequado. Desta forma, a 

passagem das bactérias pela via porta e a sua retenção nos diferentes órgãos 

pode ter sido causa da menor recuperação de bactérias no sangue.  

Em relação às endotoxinas, sua presença no sangue porta e 

sistêmico foi detectada tanto nos grupos cirúrgicos como nos grupos 

controles. Estudos sugerem que a translocação das endotoxinas ocorra 

preferencialmente através do sangue porta. Estes produtos bacterianos 

atingem o fígado, onde as células do sistema reticuloendotelial exercem 

importante papel no bloqueio da passagem para a circulação sistêmica e 

outros órgãos.57,58,59 

Quando o fígado é submetido a um período de isquemia ocorrem 

diversas alterações funcionais no órgão. Os grupos cirúrgicos deste estudo 

foram submetidos a lesão de isquemia hepática tanto parcialmente (grupo II) 

quanto totalmente (grupo I). Conseqüentemente, a atividade do clareamento 

hepático nestes animais ficou reduzida e assim se manteve ao longo do 
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período de revascularização.  Segundo dados de literatura, estas alterações 

acabam provocando a liberação de maiores quantidades de endotoxina, que 

atingem a circulação sistêmica, podendo provocar alterações em outros 

órgãos, como, por exemplo, o processo inflamatório pulmonar com 

conseqüentes distúrbios funcionais.84,85  

Outro fator que pode estar relacionado com a alteração na função de 

clareamento hepático é a presença maciça de endotoxina, ou seja, em 

quantidade acima da capacidade de metabolização pelo fígado. Estudos têm 

demonstrado que o fígado possui capacidade de eliminar endotoxinas 

somente até uma determinada quantidade.86  

O resultado das análises comparativas para a concentração de 

endotoxinas entre os grupos revelou alteração significante em relação à 

concentração no sangue sistêmico dos animais que foram submetidos a 

isquemia hepática total com estase intestinal. Este fato provavelmente está 

associado às alterações do clareamento hepático descritas acima. Nestes 

animais, a isquemia total do órgão poderia estar comprometendo totalmente 

a capacidade de clareamento hepático, permitindo a liberação de maior 

quantidade de endotoxina para o sangue sistêmico. Adicionalmente, o 

aumento da permeabilidade intestinal, causado pela estase sangüínea 

intestinal decorrente da estase portal, ocorrida somente neste grupo, pode 

estar associado à maior concentração detectada neste grupo.  

Por outro lado, os animais que sofreram isquemia hepática parcial 

sem estase venosa intestinal, ainda possuíam uma porcentagem de 

parênquima hepático funcionante que talvez tenha sido capaz de clarear em 
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parte as endotoxinas translocadas, não causando alteração significante na 

concentração quando comparado com os grupos controle. 

Quanto à dosagem de endotoxina no sangue porta, nenhuma 

alteração significante foi encontrada entre os grupos analisados. Conforme 

já descrito, a estase sangüínea intestinal decorrente da estase portal e a 

lesão de IR intestinal são fatores que propiciam a ocorrência de 

translocação. Baseado nestes fatos, alterações significantes também em 

relação à concentração de endotoxinas no sangue porta nos diferentes 

grupos seriam esperadas. Mais uma vez, o tempo de colheita do sangue 

pode ter sido o responsável por estes resultados. Se considerarmos que a 

translocação consiste em um fenômeno precoce, quando a colheita foi 

realizada, após 60 minutos de reperfusão, grande parte das endotoxinas 

poderia já ter transmigrado.  

O estudo da translocação bacteriana determinou, portanto, 

translocação tanto de bactérias quanto de endotoxinas do TGI para sítios 

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

animais submetidos a IR hepática total com estase sanguínea intestinal. 
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1. O estudo desenvolveu modelo de colonização do TGI 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 translocação 

bacteriana. 

 

2. A translocação de bactérias do TGI para sítios estéreis foi demonstrada. 

 

3. Translocação bacteriana ocorreu tanto em animais submetidos a 

isquemia e reperfusão hepática com e sem estase intestinal, quanto nos 

controles cirúrgicos e não cirúrgicos. 

 

4. A translocação de Escherichia coli produtora de beta-lactamase de 

espectro estendido para o pulmão ocorreu com maior freqüência nos 

grupos cirúrgicos, inclusive controle, do que no controle não cirúrgico. 

 

5. A translocação de Enterococcus faecalis para linfonodos mesentéricos 

ocorreu com maior freqüência nos ratos submetidos a isquemia e 

reperfusão hepática com estase intestinal. 

 

  



Conclusões 58

6. A translocação de endotoxinas, medida pela concentração sanguínea 

sistêmica, ocorreu com maior intensidade nos ratos submetidos a 

isquemia e reperfusão hepática com estase intestinal. 

 

7. Não houve diferenças entre os grupos quanto à proporção de animais 

com cultura positiva no sangue sistêmico e porta e à concentração de 

endotoxinas no sangue porta. 
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ANEXO A 

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

CEFTRIAXONA (CIM>100μG/ML) 

 

♦ Composição: Caldo BHI (Brain Heart Infusion) acrescido de 100μg/mL de 

ceftriaxona e 0,015% de azul de bromotimol 

 

♦ Preparo do indicador  (solução a 1,5%) 

Pesar 1,5g do indicador de azul de bromotimol; 

Dissolver em 100mL de etanol 95%; 

Estocar em frasco escuro à temperatura ambiente. 
 

♦ Preparo do meio 

Pesar e hidratar o meio de acordo com as especificações do fabricante; 

Adicionar 1mL do indicador para cada litro de caldo BHI; 

Autoclavar a 121oC por 15 minutos; 

Esfriar a temperatura ambiente e adicionar 0,1mL de ceftriaxona 1mg/mL 

(concentração final de 100μg/mL); 

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

Armazenar a 4oC. 

 

♦ Interpretação 

Cor original do meio – verde 

Positivo – desenvolvimento de cor amarela 

Negativo – inalterado 
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2. MEIO SELETIVO PARA DETECÇÃO DE VER (ENTEROCCUS-

VANCOMICINA-RESISTENTE) 

♦ Composição: Caldo BHI (Brain Heart Infusion) acrescido de 6μg/mL de 

vancomicina e 0,016% de púrpura de bromocresol 

 

♦ Preparo do indicador  (solução a 1,6%) 

Pesar 1,6g do indicador de púrpura de bromocresol; 

Dissolver em 100mL de etanol 95%; 

Estocar em frasco escuro sob refrigeração. 

 

♦ Preparo do meio 

Pesar e hidratar o meio de acordo com as especificações do fabricante; 

Adicionar 1mL do indicador para cada litro de caldo BHI; 

Autoclavar a 121oC por 15 minutos; 

Esfriar a temperatura ambiente e adicionar 0,6mL de vancomicina 

10mg/mL (concentração final de 6μg/mL) para cada litro de meio; 

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

Armazenar a 4oC. 

 

♦ Interpretação 

Cor original do meio – roxa 

Positivo – desenvolvimento de cor amarela 

Negativo – inalterado (roxa) 
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ANEXO B 
 

Quadro1: Características do crescimento bacteriano nos diversos meios de 
cultura para Enterococcus faecalis e Escherichia coli 
 

 Enterococcus faecalis Escherichia coli 

Tamanho Médio Médio 

Borda Circular Circular 

Elevação Elevada Achatada 

Densidade Opaca Opaca 

Cor Cinza Rosa (no MC)** 

Consistência Brilhante Seca 

Hemólise em AS* Ausente Beta- Hemólise 

Crescimento em MC** Ausente Presente 

FONTE: Adaptado de OPLUSTIL, 2004 65

* AS: Agar sangue de carneiro 5%; ** MC: meio Mac Conkey 
 

 

 
 

  



Anexos 63

Anexo C - Resultado do crescimento microbiológico das amostras de fezes, 
de cada rato, durante as diferentes fases do processo de colonização 
 
Protocolo No do animal Pré ATB Pré inoculação 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

Rato 1 1,5 8 2, 3 2, 3 2, 3
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
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
Rato 11 4, 5, 6 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
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
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
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
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
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
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
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

5

4

6

7

8

9

10

1

2

3

 
1:E.coli; 2: Entercocus sp; 3: Sthaphylococus sp; 4: Streptococus sp; 5: Proteus sp; 
6: Edwardsiella sp; 7: BGN; 8: ausência de crescimento bacteriano; 9: sem amostra 
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Anexo D - Resultados do crescimento microbiológico para cepas 
bacterianas inoculadas resgatadas nas amostras de fezes de cada rato 
durante o estudo da Translocação Bacteriana 
 
 
Tabela 1- Resultado do crescimento microbiológico para cepas bacterianas 
ERV por órgão ou tecido nos diferente grupos  

grupo pulmão baço fígado sangue porta sangue 
sistêmico

linfonodo 
mesentérico

linfonodo 
cervical

rato 1 I 1 1 1 0 0 0 1
rato 2 I 1 1 1 0 0 1 1
rato 3 I 1 0 0   1 0
rato 4 I 1 0 0   1 1
rato 6 I 1 0 1 0 0 1 1
rato 7 I 0 0 0 0 0 1 0
rato 8 I 0 1 1 0 1 1 1
rato 10 I 1 1 1   1 0
rato 11 I 1 0 1 0 0 1 0
rato 12 I 1 0 1 0 0 1 0
rato 13 I 0 1 0 0 1 0 0
rato 15 I 1 1 1 0 0 1 0
rato 17 I 1 0 1 1 0 0 0
rato 26 I 0 0 1 0 0 0 0
rato 27 I 1 0 1 1 0 0 0
rato 5 II 1 1 1 0 0 0 1
rato 40 II 1 1 1 0 0 0 1
rato 41 II 1 0 1 0 0 0 0
rato 42 II 1 1 1 0 0 0 0
rato 43 II 1 0 1 0 0 0 1
rato 44 II 1 0 0 0 0 0 0
rato 45 II 0 0 0 1 0 1 0
rato 46 II 0 0 0 0 0 0 0
rato 47 II 0 0 0 0 0 0 0
rato 49 II 0 1 0 0 0 0 0
rato 50 II 1 0 0 0 0 0 0
rato 51 II 1 0 0 0 0 0 0
rato 52 II 1 1 1 0 0 1 1
rato 53 II 1 0 1 0 0 0 0
rato 54 II 1 0 1 0 0 0 0
rato 9 III 0 0 1 0 0 0 0
rato 14 III 0 0 1 0 0 0
rato 16 III 1 1 1 0 0 1 0
rato 18 III 1 0 1 0 0 1 0
rato 19 III 1 1 1 0 0 0 1
rato 20 III 1 0 1 0 0 1 0
rato 33 III 0 0 1 0 0 0 0
rato 35 III 1 0 1 0 0 0 0
rato 21 IV 1 0 0 0 0 0 1
rato 22 IV 0 0 1 0 0 0 0
rato 23 IV 0 0 0 0 0 0 0
rato 24 IV 0 0 0 1 0 0 0
rato 30 IV 1 0 0 0 0 0 0
rato 32 IV 0 0 1 0 0 0 0
rato 36 IV 0 0 1 0 0 0 0
rato 38 IV 1 0 0 0 0 0 0  
I: grupo cirúrgico isquemia com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia sem estase intestinal; III: grupo 
controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 0: ausência crescimento microbiológico (negativo); 1: presença 
de crescimento microbiológico (positivo); Casa em branco (vazios) -  sem amostra. 
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Tabela 2- Resultado do crescimento microbiológico para cepas bacterianas 
E. coli ESBL positiva por órgão ou tecido nos diferente grupos  

grupo pulmão baço fígado sangue porta sangue 
sistêmico

linfonodo 
mesentérico

linfonodo 
cervical

rato 1 I 0 0 0 0 0 1 0
rato 2 I 0 0 1 0 0 1 0
rato 3 I 1 0 0   0 0
rato 4 I 0 0 0   1 0
rato 6 I 1 0 1 0 0 0 0
rato 7 I 1 0 0 0 0 0 0
rato 8 I 1 1 1 0 0 1 1
rato 10 I 0 0 0   1 0
rato 11 I 1 0 0 0 0 0 1
rato 12 I 1 0 1 0 0 0 0
rato 13 I 0 0 0 0 1 0 0
rato 15 I 1 1 1 0 1 1 0
rato 17 I 1 1 1 1 1 1 1
rato 26 I 1 0 1 0 0 0 0
rato 27 I 1 0 1 1 0 0 0
rato 5 II 0 0 0 0 0 1 1
rato 40 II 1 1 1 0 1 0 0
rato 41 II 1 0 1 0 0 0 0
rato 42 II 1 0 0 0 0 0 1
rato 43 II 1 0 1 0 0 0 1
rato 44 II 1 0 1 0 0 1 0
rato 45 II 0 0 0 1 0 0 0
rato 46 II 1 0 1 0 0 0 0
rato 47 II 0 0 0 0 0 0 0
rato 49 II 1 1 0 0 0 0 0
rato 50 II 0 0 0 0 0 0 0
rato 51 II 0 0 0 0 0 0 0
rato 52 II 1 0 1 0 0 0 0
rato 53 II 0 1 1 0 0 0 0
rato 54 II 1 0 1 0 0 1 1
rato 9 III 1 1 1 0 1 1 0
rato 14 III 0 0 0 0 0 0
rato 16 III 1 0 1 0 0 1 1
rato 18 III 1 0 1 0 0 1 0
rato 19 III 1 1 1 0 0 0 0
rato 20 III 1 0 1 0 0 1 0
rato 33 III 0 0 0 0 0 0 0
rato 35 III 1 0 1 0 0 0 0
rato 21 IV 1 0 0 0 0 0 1
rato 22 IV 0 0 1 0 0 0 0
rato 23 IV 0 0 0 0 0 0 0
rato 24 IV 0 0 1 1 0 0 0
rato 30 IV 0 0 1 0 0 1 0
rato 32 IV 0 0 0 0 0 0 0
rato 36 IV 0 0 0 0 0 0 0
rato 38 IV 0 0 0 0 0 0 0  
I: grupo cirúrgico isquemia com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia sem estase intestinal; III:grupo 
controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 0: ausência crescimento microbiológico (negativo); 1: presença 
de crescimento microbiológico (positivo); Casa em branco (vazios) - sem amostra 
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Anexo D - Resultado das análises estatísticas comparativas entre os grupos 
 
 
Tabela 1- Resultado das análises estatísticas comparativas entre os grupos 
para crescimento microbiológico positivo para cepas bacterianas ERV por 
órgão ou tecido 

Órgão ou Tecido Grupos Comparados P*

I e II 0,659
I e III 0,467
I e IV 0,11
II e III 0,467
II e IV 0,11
III e IV 0,31

I e II 0,5
I e III 0,404
I e IV 0,058
II e III 0,533
II e IV 0,089
III e IV 0,233

I e II 0,225
I e III 0,154
I e IV 0,11
II e III 0,026
II e IV 0,389
III e IV 0,013

I e II 0,414
I e III 0,385
I e IV 0,656
II e III 0,682
II e IV 0,582
III e IV 0,533

I e II 0,188
I e III 0,347
I e IV 0,347

I e II 0,004
I e III 0,184
I e IV 0,03
II e III 0,208
II e IV 0,415
III e IV 0,1

I e II 0,5
I e III 0,288
I e IV 0,288
II e III 0,414
II e IV 0,414
III e IV 0,767

Sangue Sistêmico

Linfonodo Mesentérico

Linfonodo Cervical

Pulmão

Baço

Fígado

Sangue Porta

 
*qui-quadrado ou teste exato de Fisher; I: grupo cirúrgico isquemia  
com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia sem estase  
intestinal; III:grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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Tabela 2 - Resultado das análises estatísticas comparativas entre os grupos 
para crescimento microbiológico positivo para cepas bacterianas E.coli ESBL 
por órgão ou tecido 

Órgão ou Tecido Grupos Comparados P*

I e II 0,5
I e III 0,533
I e IV 0,19
II e III 0,404
II e IV 0,038
III e IV 0,02

I e II 0,674
I e III 0,586
I e IV 0,257
II e III 0,586
II e IV 0,257
III e IV 0,233

I e II 0,642
I e III 0,29
I e IV 0,389
II e III 0,29
II e IV 0,389
III e IV 0,157

I e II 0,414
I e III 0,389
I e IV 0,656
II e III 0,682
II e IV 0,585
III e IV 0,533

I e II 0,216
I e III 0,465
I e IV 0,193
II e III 0,585
II e IV 0,654
III e IV 0,5

I e II 0,123
I e III 0,611
I e IV 0,118
II e III 0,152
II e IV 0,565
III e IV 0,141

I e II 0,5
I e III 0,565
I e IV 0,0565
II e III 0,414
II e IV 0,414
III e IV 0,767

Sangue Sistêmico

Linfonodo Mesentérico

Linfonodo Cervical

Pulmão

Baço

Fígado

Sangue Porta

 
*qui-quadrado ou teste exato de Fisher; I: grupo cirúrgico isquemia  
com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia sem estase  
intestinal; III:grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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Anexo E - Resultado das dosagens de endotoxina nas amostras sanguíneas 
porta e sistêmica nos diferentes grupos avaliados durante o estudo da 
Translocação Bacteriana 

 

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

Dosagem de Endotoxina Sangüínea (EU/mL)
grupo

 
I: grupo cirúrgico isquemia com estase intestinal; II: grupo cirúrgico isquemia sem 
estase intestinal; III: grupo controle cirúrgico; IV: grupo controle não cirúrgico 
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