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1. INTRODUCAO

A translocagéo bacteriana(TB) € um processo caracterizado pela passagem
de bactérias e toxinas do espago intra luminal do intestino para circulagio
linfatica e sistémica.!*** Ela é uma das principais hipoteses relacionadas com a
resposta inflamatdria e o desenvolvimento da sepse.

Um dos fatores que impedem a TB ¢ a integridade do intestino. Em
condigdes normais, a barreira mucosa intestinal, ¢ formada pela barreira celular
da borda em escova de células absortivas prismaticas sobre a membrana basal, a
camada de muco, composta basicamente por mucina, o tecido linféide associado
ao intestino, a peristalse intestinal normal, que promove o esvaziamento
constante do conteudo bacteriano intra luminal, o pH gastrico € a microflora
flora bacteriana normal, ¢ eficiente para manter bactérias e toxinas restritas a luz
intestinal enquanto o intestino desempenha outras fung¢des, como o absorg¢do de
nutrientes e a secre¢do de hormonios e enzimas digestivas.

Para que ocorra a ruptura da barreira mucosa intestinal e a passagem de
bactérias e toxinas da luz do intestino para a circulagéo linfatica e sistémica, sdo
necessarios basicamente trés fatores:’

a) Altera¢do da microflora intestinal, formada pela presenca de bactérias
anaerobias estritas gram negativas, aderidas as células da luz intestinal, que
limitam a aderéncia de bactérias gram negativas potencialmente patogénicas.

b) Mecanismos de defesa do hospedeiro ineficientes com imunodeficéncia
transitéria determinado pelo trauma, endotoxemia, queimaduras, etc...

c) Fatores que danifiquem a barreira mucosa, como destrui¢do fisica e os

estados de hipoperfusdo de qualquer natureza.



Dentre estes fatores, a isquemia intestinal parece ser um dos principais
mecanismos envolvidos na perda da barreira mucosa intestinal. Ela pode ser
causada por obstru¢Ses agudas da artéria mesentérica superior ou pelos estados
de hipoperfusdo, como aqueles observados no choque de qualquer etiologia.

Dessa forma durante o processo isquémico, ocorre um amplo espectro de
lesdes, desde mudangas na permeabilidade até necrose transmural. A estase do
segmento isquémico, o aumento das secre¢des intra luminares e a necrose das
vilosidades intestinais forneceriam os substratos para o crescimento bacteriano
exagerado %7’ | |

Além disso, a flora bacteriana se distribui em concentragdes diferentes e
de forma heterogénea no trato gastrointestinal. No intestino delgado apresenta-se
numa concentragdo fisiologica em torno de 10> a 10* unidades formadoras de
colonias por grama de tecido (UFC/gr). As principais bactérias encontradas no
intestino delgado sdo: lactobacilos, Streptococcus do grupo “viridans”,
Escherichia coli, Proteus sp, Enterococcus sp, Klebsiella sp, Clostridium sp,
Bacteroides fragilis.”° O aumento da populagdo bacteriana parece ser outro fator
importante na incidéncia de TB, pois estudos sugerem que raramente ocorre
translocagdo em ratos com contagem bacteriana, no ceco, inferior a 10® UFC/gr.?

Considerando que o intestino delgado apresenta uma maior
susceptibilidade a translocagdo bacteriana em relagdo ao colo, devido as
diferencas estruturais e fisiologicas entre os intestinos delgado e grosso, € ainda,
que ele é um orgdo frequentemente afetado nos estados de hipoperfusdo ou na
evolugdo de doengas infamatoérias abdominais, procurou-se identificar a 1B

associado a isquemia intestinal, no intestino delgado.



2. OBJETIVO

Observar a translocagdo bacteriana para os linfonodos mesentéricos,
figado, bago e circulagdo sistémica em um modelo experimental de isquemia

intestinal.



3. METODO

3.1. Amostra

- Foram utilizados 30 ratos albinos machos, da linha Wistar (Rattus
norvegicus, Rodentia, mammalia), com idade de 180 dias e peso variando de 250
a 300 gramas, provenientes do biotério central da UFSC. Os animais foram
ambientados no Laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental da
UFSC- Hospital Universitario 7 dias antes do experimento, recebendo agua e
ra¢do padronizada (Nuvilab CR1) livremente.

Os animais foram distribuidos em 3 grupbs, nos quais foi realizada a
ligadurzi da artéria mesentérica superior (AMS) na sua emergéncia junto ao
angulo de Treitz com fio mononylon 7-0: |

1. Grupo isquemia 4 horas (n = 10): animais que foram submetidos a
ligadura AMS. Apo6s 4 horas, foram reopefados e coletado 1 ml de
sangue, ¢ amostras de linfonodos mesentéricos, proximos a ligadura da
AMS, bago e figado.

2. Grupo isquemia 8 horas (n = 10): animais que foram submetidos a
ligadura AMS. Apos 8 horas, foram reoperados e coletado 1 ml de
sangue, ¢ amostras de linfonodos mesentéricos, proximos a ligadura da
AMS, bago e figado.

3. Grupo isquemia 16 horas (n = 10): animais que foram submetidos a

ligadura AMS. Apos 16 horas, foram reoperados e coletado 1 ml de



sangue, " amostras de linfonodos mesentéricos, proximos a ligadura da

AMS, bago e figado.

3.2. Procedimentos

Anestésico N

Foi realizado indugdo anestésica inalatoria com éter etilico e manutengdo
até injecdo do anestésico por via intramuscular. Apés indugdo, foi administrado
atropina 0,001 mg/Kg subcutanea e 5 minutos apos, clotidrato de quetamina + 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3tiazinana proporgdo 5:1, 0,1 ml/100gramas de
peso corporal por via intramuscular na face interna da pata traseira do animal. O
animal foi considerado anestesiado quando da perda do reflexo coérneo-palpebral
e auséncia de qualquer reagdo motora, pela preensdo do coxim adiposo da pata
dianteira. A manutengdo do plano anestésico foi feita com 50% da dose inicial

quando necessario.
Operatorio
Apds tricotomia abdominal e antissepsia da pele com iodo povidona, foi

realizado a colocagdo dos campos, laparotomia mediana xifo-pibica, sob técnica

asséptica, e inspegdo da cavidade. (figuras 1 e 2)



Figura 1: Laparotomia xifo-pubica.



Figura 2: Inspecdo da cavidade.



Em seguida foi ligada a artéria mesentérica superior na sua emergéncia
aortica junto ao angulo de Treitz com fio mononylon 7-0, sob microscopia Optica

com aumento de 6 vezes (figura 3).

Fieura 3: Ligadura da artéria mesentérica superior.

Apo6s a ligadura da Artéria Mesentérica Superior as algas intestinais foram
reposicionadas na cavidade abdominal e realizado a sintese da parede em um
tnico plano com fio mononaylon 4-0.

Os animais foram transportados para caixas limpas para recuperagdo pos
anestésico e aguardar o tempo previamente determinado a cada grupo.

Ap6s o término deste tempo, os animais foram novamente anestesiados,

submetidos a nova laparotomia sob técnica asséptica, visualizando as estruturas e



coletando amostras de sangue da veia porta, linfonodos mesentéricos, bago €
figado. Estes materiais foram depositados em recipientes estéreis e transportados
imediatamente ao Laboratorio de Analise do Hospital Universitario para realizar

a cultura das amostras.
Culturas

O sangue dos animais coletado foi semeado em meio de tio-glicolato. As
amostras que se mostrassem positivas foram semeadas nas placas de Mac
Conkey, agar sangue de carneiro a 5% e manitol.

Os LNM, bago e figado foram macerados ¢ semeados em placas de agar
sangue carneiro a 5%, Mac Conkey e manitol. Em seguida levados para estufa
com temperatura 35-37° C durante 24-48 horas para ser feito a leitura. As
amostras que se mostrassem positivas nas placas de Mac Conkey, foram
repicadas numa série bioquimica de quatro meios para identificagdo da espécie
bacteriana gram (-):> |

a) IAL modificado (Instituto Adolfo Lutz) — meio para identificagdo de

Gram (-).

b) Citrato de Simmons.

¢) Uréia para as bactérias produtoras desta.

d) Meio SIM, que verifica motilidade, reagdo do endol e produgdo de

H,S.

As amostras que se mostrassem positivas em agar sangue de carneiro a 5%
foram diferenciadas através da morfologia das colonias durante a leitura (anexo
1) em Gram (+), streptococcos sp e estafilococcos sp, ou Gram (-). Quando
streptococcos sp repicava-se em meios de latex, bili esculina e NaCl a 6,5%.

Uma vez identificado a espécie estafilococcos sp, ela era repicada em meio de
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manitol mais coagulase. Aquelas espécies que fossem Gram (-) era realizada

uma nova série bioquimica de quatro meios.'' (figura 4)

~ AMOSTRAS
Agar '
Sangue —>
Gram (-) | Gram (+) | Gram (+)
: Se G (+) - Coagulase
- IAL
- Citrato de Simmons - Latex
- Uréia - Bili esculina
- Meio SIM -NaCl 6,5%

Figura 4: Esquema utilizado na identificagdo das espécies bacterianas nas amostras,

conforme as espécies bacterianas e 0 meio de cultura utilizado.



4. RESULTADOS

As tabelas I, II e III apresentam os grupos de estudos, com respectivas
culturas das amostras coletadas. No grupo 4 horas de isquemia, a maioria dos
animais ndo obtiveram positividade das amostras quanto a translocagdo

bacteriana.

Tabela I — Positividade das culturas nas amostras de sangue, LNM, bago e figado

nos ratos submetidos a isquemia intestinal no tempo 4 horas:

~ ANIMAIS  SANGUE FIGADO BACO LNM
1 (-) (-) (-) (-)
2 (-) (-) (-) (-)
3 (-) (-) (-) (-)
4 (-) (-) (-) (-)
5 (-) (-) (-) (-)
6 (-) (-) (-) ()
7 (-) (-) (-) (-)
8 (-) (-) (-) (-)
9 (-) E. coli - E. coli E. coli
10 (-) (-) (-) (-)

e —

(-)cultura negativa
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Tabela II — Positividade das culturas nas amostras de sangue, LNM, bago €

figado nos ratos submetidos a isquemia intestinal no tempo 8 horas:

ANIMAIS SANGUE FIGADO BACO LNM
1 (-) E. viridan (=) (-)
2 (-) (-) (-) (-)
3 (-) E. viridan (-) (-)
4 (-) (-) (-) (-)
5 (-) E. viridan (-) (-)
6 (-) (-) (-) (-)
7 (-) E. viridan (-) (-)
8 (-) (-) (-) (-)
9 (-) E. viridan (-) (-)
10 (-) (-) (-) (-)

e ]

(- ) cultura negativa



Tabela III — Positividade das culturas nas amostras de sangue, LNM, bago e

figado nos ratos submetidos a isquemia intestinal no tempo 16

horas:

ANIMAIS SANGUE FIGADO BACO LNM
1 (-) Klebsiella Klebsiella Klebsiella
2 (-) CO R € (-)
3 (-) E. coli E. coli E. coli
4 (-) (-) (-) E. coli
5 (-) (-) (-) ' E. coli
6 (-) (-) (-) E. coli
7 (=) E. coli E. coli E. coli
8 (-) E. coli (-) (-)
9 (-) (-) (-) (-)
10 (-) E. coli E. coli E. coli

(-) cultura negativa



5. DISCUSSAO

O intestino ¢ o maior reservatorio bacteriano do organismo, possuindo na
sua luz intestinal uma concentragdo bacteriana suficiente para causar a morte de
seu hospedeiro por diversas vezes.!? Para manter essa populagdo bacteriana
confinada ao limen, o intestino possui mecanismos imunolégicos € nfo
imunolégicos complexos, ao mesmo tempo que desenvolve fungdes absortivas e
secretoras. A este mecanismo denomina-se, genericamente, barreira intestinal.13

Tem sido amplamente demonstrado que, freqﬁentemente; as bactérias da
flora intestinal atravessam a barreira mucosa alcan¢ando tecidos ou orgdos. No
individuo normal, as bactérias translocadas sdo rapidamente destruidas pelos
fagocitos situados na mucosa ou nos linfonodos mesentéricos. Nestes individuos,
a translocagfio bacteriana pode ser considerada um fendmeno benéfico para a
saide, pois representa um estimulo constante a4 manuten¢do das defesas
imunolégicas.'* 1>

A alteracfio desta barreira pode promover passagem anormal de bactérias
viaveis da luz intestinal para circulagdo sistémica e assim tornar-se fator
importante no desenvolvimento da infec¢do, sepse e faléncia de multiplos 6rgdos
e sistemas. >’

Segundo Brown, et al., que estudaram as mudangas estruturais das células
da mucosa intestinal de cies com a ligadura da artéria mesentérica superior em
microscopia eletrdnica e Optica, apds 5 minutos do clampeamento da artéria, a
primeira organela a sofrer altera¢des foi a mitocondria e com 30 minutos todas as

organelas  apresentavam lesOes, observados a microscopia eletronica. Na

microscopia Optica se observou apés 30 minutos de isquemia, a formagfo de
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espago de Gruenhagen na camada subeptelial ao nivel das vilosidades intestinais,
formado pelo acimulo de liquido entre a camada epitelial ¢ a membrana
basal.'”'® Segundo Souza,' em um estudo prévio desta mesma linha de
pesquisa, as primeiras alteragdes na barreira mucosa intestinal causada pela
ligadura da artéria mesentérica superior € do choque hipovolémico controlado
foram observadas com 60 minutos de isquemia, & microscopia Optica. No tempo
de 4 horas foram encontradas lesdes na mucosa intestinal de grau moderado a
intenso, segundo padroniza¢do. modificada de Chui, et al.'” (anexo 2). Ambos
estes autores demonstraram que a isquemia intestinal ¢ um dos mecanismos que
promovem o aumento da permeabilidade da mucosa (espagos de Gruenhagen) e
a perda da integridade fisica da borda em escova, porém néo estudaram a
populagdo bacteriana local com a TB.

No presente estudo, utilizando um modelo de isquemia intestinal que
promoveu a perda da barreira mucosa, procuramos identificar a presenga de
bactérias no sangue periférico, nos LNM, no figado e¢ no bago durante a
isquemia. Dessa forma, observamos que a TB ocorreu de forma progressiva e
crescente, ao tempo de isquemia. No grupo de 4 horas, apenas um animal
apresentou TB para LNM, bago e figado. No grupo de 8 horas, onde a duragdo
e a intensidade da isquerhia intestinal foram maiores obtivemos cinco animais
com TB e no grupo dé 16 horas, quando a duragdo e a intensidade da isquemia
foi méaximo, observamos 7 animais com TB. Estes resultados sugerem que a
perda da barreira mucosa é um fator importante na TB, permitindo que bactérias
e toxinas atravessassem a barreira mucosa causando infecgdes sistémicas.

Em relagfo as espécies bacterianas, elas sdo encontradas em varias partes
do corpo: vias aéreas, cavidade oral, intestino, aparelho genitourinario e pele.

Algumas bactérias sdo encontradas em todos os individuos, outras nao. As
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ultimas constituem a flora normal, flora indigena ou microbiota. As cole¢des de
bactérias indigenas de cada regidio constitui a flora normal da regido."

A microflora existente no duodeno e jejuno € representada,
principalmente, por lactobacilos e estreptococos provenientes da cavidade oral,
que sobrevivem a acidez gastrica. Culturas entéricas de individuos normais
mostram sempre em torno de 10° a 10 UFC/gr de estreptococos e lactobacilos e,
mais raramente, de outras bactérias como estafilococos e E. coli. O ileo é a zona
de transi¢do entre a regido escassa de microorganismo que € o jejuno ¢ a flora
tremendamente densa do intestino grosso. Os microorganismos que habitam o
ileo sdo mais diversificados e estdo presentes numa quantidade de 10° UFC/gr. A
flora intestinal propriamente dita, intestino grosso, € inteiramente diferente das
duas floras mencionadas. Habitam no intestino grosso mais de 500 espécies
bacterianas distintas predominantemente anaerobias (99%), o que equivale a
dizer que a E. coli, uma espécie encontrada em praticamente todos os individuos
normais, ndo representa mais que 0,1% da flora fecal.

Alem da espécie bacteriana, outro fator importante para que ocorra a TB ¢
a cbncentfag:ﬁo bacteriana segundo Koh, et al., a concentra¢do bacteriana é um
fator importante para que ocorra TB para LNM e sistema portal.’’ Murray, et
al., referem também que durante o processo de isquemia intestinal, a microflora
residente prolifera rapidamente. A estase do segmento isquémico, aumento das
secregdes intra luminares ¢ necrose das vilosidades intestinais forneceria os
substratos para o crescimento bacteriano acelerado.®”®

No presente estudo, ndo foi realizado a contagem do niimero de bactérias
em cada tempo do experimento e em cada amostra. Entretanto a identifica¢do de
um maior numero de espécies bacterianas nos tempos de 8 e 16 horas sugerem

que o crescimento bacteriano pode ser outro fator associado a isquemia para

promover a TB.
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Finalmente, em relagdo aos mecanismos da TB, a literatura pesquisada,
refere que a bactéria da luz intestinal pode disseminar-se pelo hospedéiro através
de duas vias: 1) a via linfatica — luz intestinal, placas de Peyer, linfonodo do
mesentério (LNM), ducto toracico € circulagdo sistémica’' e 2) a via portal — luz
intestinal, veia porta e circulagdo sistémica, esta ultima possivel somente em
condi¢des extremas de infecgdo sistémica e de trauma, 2223

Quando identificamos a presenga de bactérias nas amostras do presente
estudo observamos que as culturas foram positivas no tempo 16 horas em maior
numero nos LNM e em menor nimero no baco e no figado. Ndo foi encontrada
cultura positiva no sangue periférico. Estes achados parecem demonstrar que a
via de maior importancia para disseminagdo das bactérias e suas toxinas no
presente pesquisa foi a via linfatica, corroborando com os trabalhos dos autores
pesquisados.

A andlise global dos resultados obtidos podemos sugerir que a
concentragdo bacteriana e o tempo de isquemia sdo fatores importantes para que
ocorra a TB. Entretanto novas pesquisas devem ser realizadas uma vez que n3o

foi possivel a realizagdo do trabalho estatistico na presente amostra, € também

determinar a concentracdo bacteriana em cada amostra pesquisada.



6. CONCLUSOES

Os grupos de 8 e 16 horas apresentaram uma maior positividade das
culturas dos LNM, do figado e bago.

Nao foi encontrada positividade nas amostras de sangue periférico.

A via de disseminagdo mais provavel ¢ a linfatica, uma vez que somente
obtivemos positividade das culturas nos orgdos que fazem parte deste sistema,

como os LNM, o figado ¢ o bago.
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As normas adotadas foram da Resolugdo N° 001/99 .do Colegiado do

Curso de Graduagdo em Medicina da Universidade Federal de Santa Catarina.



RESUMO

A ftranslocagdo bacteriana (TB) € um processo caracterizado pela
passagem de bactérias e toxinas do espago intra luminal do intestino para
circulagdo linfatica e sistémica.'”* Foi analisado a TB para os linfonodos
mesentéricos (LNM), o bago, o figado e circulagio sistémica em um modelo
experimental de isquemia intestinal.

Foram utilizados 30 ratos albinos machos, da linha Wistar, divididos em
trés grupos: O grupo isquemia 4 horas, (n=10), submetidos a ligadura da artéria
mesentérica superior (AMS), durante 4 horas, o grupo 8 horas, (n=10),
submetido a 8 horas de ligadura e o grupo de 16 horas, (n=10), submetidos a 16
horas de ligadura. Apds o término do tempo de cada grupo foram coletados
amostras de sangue periférico (1 ml), LNM, bago e figado. As amostras foram
transportadas ao Laboratério de Analise do Hospital Universitario para a
realizagdo das culturas. |

Os resultados obtidos foram: No grupo 4 horas, apenas um animal,
apresentou culturas positivas nos LNM, no bago e figado, nos grupos 8 ¢ 16
horas apresentaram respectivamente 5 e 7 animais com positividade das
amostras. Estes resultados sugerem que o tempo de isquemia intestinal € um fator
importante para a TB, uma vez que, ndo foi encontrado positividade no sangue
periférico. A via de disseminagio mais provavel é a linfatica, pois somente

obtivemos positividade das culturas nos 6rgdos que fazem parte deste sistema.



SUMMARY

The bacterial translocation (BT) is characterized by the passage of
bacteria and toxins from the endoluminal space of the intestine to the
lymphatic and systemic circulation.'*>* TB was analyzed for mesenteric
lynfonodes (MLN), spleen, liver  and  systemic circulation.
Thirty Wistar male albino rats were used, divided into three groups of ten
animals: the four, the eight, and the sixteen-hour-group. They were
submitted to a junction of their superior mesenteric artery (SMA) for the
period of time that named their groups, and 1mL of peripheral blood, as well
as spleen and liver samples were collected after each group was ready. The
cultures of the samples were made at Analysis Lab of the University
Hospital.

On the four-hour-group, just one animal presented positive cultures at the
MLN, spleen and at the liver;, the ecight and the sixteen-hour ones had
respectively 5 and 7 rats with positive samples. These results suggest that
the time of intestinal ischemia is important to the BT since no positive
characteristics were found at the peripheral blood. The dissemination is
more likely lynfatic considering that positive characteristics were

obtained only at the cultures of the organs that are part of this system.



" APENDICE

Protocolo das amostras:

Data:
Tempo de 1squemia: rato n®
Coleta de sangue: | Resultado da hemocultura
Horério da primeira coleta: ( )
Horario da segunda coleta: ( )
Cultura dos tecidos:
aguar sangue mconkey Monitol
LNM (D e () weeeeeeeeeees |
BACO D () emeeeeeeee () mrreeeeeeees
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Ilustragdo do local de ligadura da artéria mesentérica superior (AMS)
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Anexo 2

Padronizagao modificada de Chui C, Macardle AH, Brown R, et al.

a) Ausentes: vilosidades bem constituidas, sem lise celular ou espagamento entre
as vilosidades.

b) Leve: presenga de lises celulares, com formagdo de espago subepitelial de
GRUENHAGEN e espagamento aumentado entre as vilosidades.

c) Moderado: destruicdo da porgdo livre das vilosidades, havendo apenas
esbogo de algumas, formado por material necrotica depositado sobre as
glandulas basais.

d) Intenso: destruigdo de toda a tinica mucosa, ndo sendo observada qualquer
estrutura glandular, apenas material amorfo, depositado sobre a tela

submucosa.
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