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RESUMO

A pancreatite aguda (PA) é uma doenga pancreatica comum, causada
principalmente pela obstrucdo do ducto pancreatico por célculos
biliares. A infeccdo secundéria do tecido pancreatico necrosado é uma
complicagdo que acomete mais de 50% dos pacientes, sendo que o
beneficio de antibidticos sistémicos na prevencdo desta infeccdo €
controverso, exigindo estudos adicionais. O objetivo deste trabalho foi
de avaliar o efeito do tratamento com o antibidtico meropenem na PA
induzida pela obstrucdo do ducto biliopancreatico em camundongos. Os
resultados obtidos demonstraram que a obstrugdo do ducto
biliopancreatico em camundongos C57BI/6 resultou em 100% de
mortalidade; aumento nas concentracdes séricas de amilase, lipase,
fosfatase alcalina e bilirrubina direta; alteragdes histoldgicas
pancreaticas como edema, infiltrado inflamatério e necrose; bacteremia
e presenca de bactérias no lavado peritoneal 24 h apds a indugdo da
doenca, assim como recrutamento de leucécitos para a cavidade
peritoneal. Tanto o pré- como pds-tratamento com meropenem (100
mg/Kkg, i.p. 12/12h por 3 dias), acelerou a mortalidade dos camundongos
com PA quando comparados aos animais com PA ndo-tratados. No pré-
tratamento, onde a antecipacdo da mortalidade foi mais evidente, o0s
animais apresentaram bactérias no sangue e lavado peritoneal.
Analisando as bactérias encontradas nas amostras sanguineas,
identificamos o Enterococcus gallinarum, uma bactéria Gram-positiva
multirresistente a antibioticos, que se demonstrou ser patogénica e capaz
de ativar o sistema imune. Em conclusdo, nossos resultados demonstram
qgue o tratamento com meropenem ndo foi eficaz na prevencdo da
infeccdo e favoreceu a disseminag@o de um patobionte multirresistente a
antibiéticos durante a pancreatite aguda experimental.

Palavras-chave: pancreatite aguda, meropenem, Enterococcus
gallinarum, patobionte.



ABSTRAT

Acute pancreatitis (AP) is a common pancreatic disease, mainly caused
by obstruction of the pancreatic duct by gallstones. Secondary infection
of pancreatic tissue necrosis is a disorder that affects more than 50% of
patients, and the benefit of systemic antibiotics in the prevention of this
infection is still controversial, requiring further studies. The aim of this
study was to evaluate the effect of treatment with the antibiotic
meropenem in experimental AP in mice. The results showed that the
obstruction of biliopancreatic duct in C57BI/6 mice resulted in a 100%
of mortality; increased of serum concentrations of amylase, lipase,
alkaline phosphatase and direct bilirubin; pancreatic histological
changes such as edema, inflammatory infiltrate and necrosis; bacteremia
and bacterial in the peritoneal lavage, as well as, recruitment of
leukocytes to the peritoneal cavity. When compared to non-treated AP
mice, both pre- and post-treated AP mice with meropenem (100 mg/kg,
i.p. 12/12h for 3 days), presented faster mortality. In the pre-treatment,
where accentuation of mortality was more evident, the animals had
bacteria in the blood and peritoneal fluid. Analyzing the bacteria found
in the blood samples, we identified it as Enterococcus gallinarum, a
Gram-positive bacteria multiresistant to antibiotics, which proved to be
pathogenic and able to induced immune system activation. In
conclusion, our results showed that the meropenem treatment was not
effective in preventing infection and induced the spreading of a
multidrug-resistant pathobiont during experimental acute pancreatitis.

Keywords: acute pancreatitis, meropenem, Enterococcus gallinarum,
pathobiont.
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1 INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia e Etiologia

A pancreatite aguda (PA) é uma doenca pancreatica
comum, com uma incidéncia mundial aproximada de 20-80 casos por
100.000 habitantes por ano (FAGENHOLZ et al., 2007; MCKAY et al.,
1999; TOH; PHILLIPS; JOHNSON, 2000). No Brasil, segundo dados
do DATASUS e IBGE (2006), a incidéncia ¢é de 15,9 casos por ano para
cada 100.000 habitantes (CAMPOS et al., 2008). Além disso, a
incidéncia da PA aumentou nas duas Gltimas décadas em alguns paises
da Europa e nos Estados Unidos (JIANG et al., 2012).

Diferencas na incidéncia da PA podem ocorrer conforme a
etiologia da doenga e das caracteristicas da populagdo estudada (GO;
EVERHART, 1994). A taxa de homens e mulheres afetados é
semelhante, embora a etiologia seja diferente entre os sexos. A PA
decorrente da obstrucdo por célculos Dbiliares ocorre mais
frequentemente em mulheres, enquanto nos homens a principal causa é
consumo excessivo de alcool (SWAROOP; CHARI; CLAIN, 2004). As
mulheres sdo mais propensas & formacdo de célculos biliares, pelo
aumento excessivo dos niveis de estrogénio durante o 2° e 3° trimestres
de gestacdo, no tratamento com pilulas anticoncepcionais ou reposicdo
hormonal. Esse excesso pode aumentar os niveis de colesterol na bile
favorecendo a formacdo de célculos biliares (WANG et al., 2009;
SERPYTIS et al., 2012). A estase biliar que pode advir, também, do
periodo gestacional, favorece a PA (CONSTANTINESCU et al., 2012).

A idade elevada é outro fator que predispde a PA. Segundo
Fagenholz e colaboradores (2007) a taxa de incidéncia aumenta a partir
dos 40 anos, atingindo o seu maximo aos 80 (130 casos/100.000
habitantes). Mudangas na fisiologia do trato biliar e do péancreas
relacionadas a idade como, por exemplo, aumento da litogenicidade da
bile e alteragfes estruturais no pancreas favorecem o desenvolvimento
da PA (ROSS; FORSMATK, 2001).

Além dos fatores mencionados como obstrucdo por
calculos biliares e consumo excessivo de alcool, a PA pode ocorrer por
diversos outros fatores como, causa iatrogénica (como, por exemplo,
apo6s colangiopancreatografia retrégrada endoscopica - CPRE), por
medicamentos (azatioprina, furosemida, estrégenos), toxinas (escorpiao,
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organofosforados), disfuncdo no esfincter de Oddi, trauma, neoplasia
pancredtica,  alteracbes  metabdlicas  (hipertrigliceridemia e
hipercalcemia), obstrucdo duodenal, infeccdo viral ou bacteriana,
predisposicdo genética, dentre outros (BENTREM; JOEHL, 2003;
SWAROOP; CHARI; CLAIN, 2004).

Nos paises desenvolvidos, a obstrugdo do ducto biliar
comum ao ducto pancreatico por calculos biliares (38%) e consumo
excessivo de alcool (36%) sdo as causas mais frequentes de PA na
populagdo adulta (FROSSARD; STEER; PASTOR, 2008;
STEINBERG; TENNER, 1994). Em criancas, as causas sdo muito
variaveis, dentre as principais encontram-se as de origem idiopatica, por
medicamentos, toxinas, traumas, infeccGes e anormalidades estruturais
(MINEN et al., 2012; WERLIN et al., 2003), enquanto que causas
genéticas, hiperlipidemia e hipercalcemia sdo pouco frequentes
(BENIFLA; WEIZMAN, 2003).

Uma das principais causas de PA, a obstru¢do do ducto
pancredtico, ocorre principalmente por célculos biliares. Esta obstrucdo
induz a pancreatite pelo aumento da pressdo intra-ductal com
subsequente ativacdo prematura das enzimas digestivas dentro do
pancreas (DIEHL et al., 1997; FROSSARD et al., 2000). Essa
obstrucao pode ocorrer por diferentes maneiras: 1) bloqueio somente do
ducto pancreatico pelo calculo biliar (Figura 1A); 2) obstrucdo de ambos
os ductos (biliar e pancreatico) (Figura 1B); e 3) a obstrugdo do ducto
biliar comum ao ducto pancreatico, gerando refluxo de bile (sais
biliares) para o pancreas; a acdo da bile no pancreas representa um dos
eventos desencadeantes da pancreatite (Figura 1C) (LERCH;
AGHDASSI, 2010).
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Figura 1. Mecanismos diferentes através dos quais a migragdo de célculos
biliares pode desencadear a pancreatite. (A) obstru¢do do ducto pancreético por
calculo biliar; (B) obstrucdo do ducto biliar comum ao pancreético sem o
refluxo de bile para o pancreas; e (C) obstrugdo do ducto biliar comum ao
pancreatico com refluxo da bile para o pancreas. Adaptado de LERCH e
AGHDASSI (2010).

Os calculos biliares sdo compostos por cerca de 75% de
colesterol (calculos de colesterol) e 25% de bilirrubinato de célcio e
derivados bilirrubinicos mais complexos (calculos de pigmento)
(GUYTON; HALL, 2006).

1.2 Modelos Experimentais

Existem diversos modelos de PA. Normalmente, os
modelos sdo diferenciados de acordo com a técnica de inducéo (modelos
invasivos e ndo invasivos) causa (biliar, obstrutiva, alcodlica, toxica,
traumatica, isquémica) ou grau de gravidade (edematosa leve,
edematosa grave e necrosante) (FOITZIK et al., 2000).

Dentre os modelos mais empregados para avaliacdo da
fisiopatologia da PA estdo: dieta deficiente de colina e suplementada
com etionina (CDE) (LOMBARDI et al., 1975; LOMBARDI, 1976;
NIEDERAU et al, 1992), infusdo de ceruleina (NIEDERAU;
FERRELL; GRENDELL, 1985); administracdo de L-arginina
(KISHINO et al., 1984; TANI et al., 1990), perfusdo retrégada do ducto
biliopancredtico (LIGHTNER; KIRKWOOD, 2001) e obstrugdo do
ducto biliopancreatico (MANSO; RAMUDO; DE DIOS, 2007).

No modelo de CDE os animais desenvolvem pancreatite
hemorrégica grave com uma mortalidade de 80-100%, ap6s 2-8 dias. No
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entanto, a PA ndo é a Unica causa de morte. Os animais também
apresentam alteragdes no figado e sistema nervoso central que
contribuem para a faléncia maltipla dos 6rgdos (independente da PA)
(LOMBARDI; ESTES; LONGNECKER, 1975).

A infusdo de baixas doses de ceruleina, um analogo de
colecistoquinina (CCK), gera uma estimulagdo supramaxima do
pancreas aumentando a producéo das secrecBes pancreaticas nas células
exocrinas, gerando uma PA edematosa, com infiltracdo de células
inflamatdrias, sem necrose celular. Além disso, a gravidade e o curso da
doenca nesse modelo s&o muito varidveis em camundongos (VAN
MINNEN et al., 2007).

Administracdo de L-arginina é feita por via intraperitoneal
e a gravidade esta relacionada com a dose administrada (TANI et al.,
1990). A lesdo inicia com desorganizacdo do reticulo endoplasmatico e
degradacdo de granulos de zimogénio e 24 e 48hs ap6s necrose das
células acinares (KISHINO et al., 1984). Doses elevadas de L-arginina,
como 500mg/100g de peso corporal (i.p.) e mais 3 administracdes de
250mg/100g por 10 dias (DELANEY et al., 1993) e 350mg/100 g de
peso corporal (i.p.) por 1-4 semanas (WEAVER et al., 1994) podem ser
utilizadas para a indugdo de pancreatite cronica.

Inducdo da PA por perfusdo do ducto biliopancreatico
envolve a infusdo de sais biliares ou enzimas pancreaticas ativadas no
ducto biliopancreético. Estas solugbes mais comumente utilizadas
contém vérias concentragdes de sais biliares com diferencas na
hidrofobicidade, ocasionando edema pancreatico, destruicdo do
parénquima pancredtico e formacdo de necrose (LIGHTNER;
KIRKWOOD, 2001).

No modelo de obstrucdo do ducto biliopancreatico ocorre
o refluxo das secrecdes biliares e pancreaticas, ocasionando um processo
autolitico de autodigestdo pancreatica (LUNDBERG et al., 2000). Neste
modelo a obstrucdo do fluxo da bile pode provocar um
supercrescimento bacteriano no intestino, translocacdo bacteriana
(NIEUWENHULJS et al., 2000) e a exclusdo de proteases pancreaticas
no lumen do intestino delgado alterando a permeabilidade intestinal
(DEITCH et al., 2003).

A PA induzida por ligagéo do ducto biliopancreatico é uma
analogia experimental Gtil para investigagdo da patogénese da
pancreatite causada pela obstrucdo de calculo biliar (SAKAGUCHI et
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al., 2006; SAMUEL et al., 1995; SCOGGINS et al., 2000; MANSO;
RAMUDO; DE DIOS, 2007; MOOREN et al., 2003; YAMASAKI et
al., 2006).

1.3 Fisiopatologia da Pancreatite Aguda
1.3.1 Pancreas

O pancreas € uma glandula com fung@es tanto enddcrina
quanto exocrina (GUYTON; HALL, 2006).

O pancreas enddcrino é composto de células denominadas
ilhotas de Langerhans, compostas por quatro tipos celulares
classificadas de acordo com sua secre¢do: células beta que produzem
insulina e amilina; células alfa produtoras de glucagon; células delta que
produzem somatostatina; e células PP produtoras de polipeptideo
pancreatico JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A secrecdo pancredtica exdcrina contém diversas enzimas
produzidas pelos &cinos pancreaticos, as quais auxiliam no processo de
digestdo dos alimentos (GUYTON; HALL, 2006). Entre as principais
enzimas produzidas pelo péncreas estdo o tripsinogénio,
quimiotripsinogénio, procarboxipeptidase, proelastase, calicreinogénio,
amilase, profosfolipase, prolipase, fosfolipase A2 e ribonuclease,
desoxirribonuclease (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As proteases das células acinares sdo sintetizadas na forma
inativa como pré-enzimas e armazenadas em granulos citoplasmaticos
de zimogénio. Estas pré-enzimas sdo liberadas a partir da membrana
apical dos acinos para o limen ductal e transportadas para o duodeno,
onde o tripsinogénio é ativado em tripsina pela enzima enteroquinase
presente na membrana intestinal (MAYER et al., 1999). A tripsina
ativada converte as outras pré-enzimas em enzimas ativas, auxiliando no
processo de digestao.

1.3.2 Mecanismos Iniciais da Pancreatite Aguda

A PA inicia quando mecanismos intracelulares de protecdo
gue evitam a ativacdo do tripsinogénio ou reduzem a atividade da
tripsina estdo sobrecarregados. Estes mecanismos de prote¢do incluem a
sintese de ftripsina inativa como tripsinogénio, autolise da tripsina
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ativada, compartimentalizagdo das enzimas digestivas, sintese de
inibidores especificos da tripsina (ol-antitripsina, a2-antitripsina e
inibidor de serina protease do tipo Kazal 1 (SPINK-1) e baixas
concentragbes intracelulares de Ca?* (FROSSARD et al., 2008;
RINDERKNECHT et al., 1986).

Existem duas principais teorias em relagdo aos
mecanismos moleculares iniciais que precedem a lesdo das células
pancredticas. A primeira consiste na teoria da co-localizacdo
(HOFBAUER et al., 1998; OTANI et al., 1998) e a segunda na auto
ativacdo prematura do  tripsinogénio (WHITCOMB, 1999a;
WHITCOMB, 1999b). Estas duas teorias atribuem a ativacdo do
tripsinogénio como o desencadeador da cascata de ativagdo enzimatica
que leva a degradacdo do pancreas (MAYER et al., 1999; SHA; MA;
JHA SHA, 2009).

A teoria da co-localizacdo afirma que a ativacdo das
enzimas digestivas dentro das células acinares inicia quando ocorre a
fusdo dos granulos de zimogénio inativos com as vesiculas lisossomais,
as quais contem catepsina B. Esta hidrolase age quebrando o
tripsinogénio em peptideo de ativacdo do tripsinogénio (TAP) e tripsina
ativa (FIGARELLA et al., 1988; GREENBAUM; HIRSCHKOWITZ,
1961; HOFBAUER et al., 1998; KRIMS; PANDOL, 1988; MAYER et
al., 1999; SALUJA et al., 1997; WHITCOMB et al., 1996). A tripsina
ativa intracelularmente pode promover a digestdo celular e ativacdo das
outras pré-enzimas como 0 tripsinogénio, quimiotripsinogénio,
proelastase, calicreinogénio, procarboxipeptidase, profosfolipase e
prolipase (NORMAN, 1998).

A segunda teoria postula que a ativagdo do tripsinogénio
ocorre sob condicdes de pH baixo e torna-se patolégico apenas com o
bloqueio da secre¢do. Comumente, uma fracdo do tripsinogénio humano
auto ativa-se para tripsina ativa, a qual pode catalisar uma cascata de
ativacdo do tripsinogénio bem como ativar todas as outras pro-enzimas
levando a autodigestdo da glandula (figura 2). Este processo é regulado
por duas linhas de defesa (WITT et al., 2000).
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Enteroquinase*, auto-
ativagao**

TRIPSINOGEN | s
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Amplificacdo

Tripsinogénio » Tripsina
Quimiotripsin0génio = Tripsinogénio
Pro6-carboxipeptidase == Calicreina

Pré-elastase —> , E|aStase
Calicreinogénio — 'Carboxipeptidase
Préfosfolipase ——® Fosfolipase
Précolipase — Colipase

*Via Normal: enteroquinase esta localizada na borda em escova do intestino delgado

**V\/ia Normal:auto-ativagéo do tripsinogénio é uma caracteristica
Unica do tripsinogénio humano
***\/ia Anormal: catepsina B esta localizada dentro das células

Figura 2: Ativacdo do tripsinogénio em tripsina ativa pela acdo da
enteroquinase, catepsina B ou autoativacdo. A autoativagdo é uma caracteristica
do tripsinogénio humano. Adaptado de FROSSARD, 2001.

A primeira linha de defesa esta relacionada ao SPINK-1.
Quando a atividade da tripsina esta reduzida o SPINK-1 consegue inibir
e impede a sua auto atividade e consequente ativacdo das demais pro-
enzimas digestivas. No entanto, durante a ativagdo excessiva do
tripsinogénio, a capacidade inibitéria do SPINK-1 esta sobrecarregada e
0 aumento da atividade da tripsina permanece (WHITCOMB, 1999b;
FROSSARD, 2001).

A segunda linha de defesa é realizada pela prépria tripsina
com objetivo de evitar sua ativacdo descontrolada. Esta protease, através
de um mecanismo de retroalimentacdo negativa, hidrolisa seu local de
reconhecimento (denominado R122H). Isto resulta na inativagdo
permanente da enzima prevenindo a ativacdo subsequente de outras pro-
enzimas (WHITCOMB, 1999b).
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A co-localizagdo intra-acinar das enzimas digestivas e
lisossomais é uma caracteristica importante no dano pancreatico
experimental, mas a relevancia desta co-localizagéo na patologia da PA
humana permanece obscura. Outra caracteristica observada na PA
experimental € o rompimento da barreira paracelular das células
acinares e dos ductos intralobulares pancreaticos com extravamento das
enzimas pancredticas para o intersticio, podendo ocasionar a ativacdo
das pré-enzimas em enzimas ativas e consequentemente leséo e necrose
celular (FROSSARD, 2001).

1.3.3 Inflamacgéo

A destruicdo da membrana dos &cinos pancreaticos libera
contetidos intracelulares para o espaco extracelular e algumas
moléculas, como DNA mitocondrial (DNAmt), DNA nuclear (DNAnN) e
ATP, induzindo uma resposta inflamatdria local. Essas moléculas séo
denominadas de Padrbées Moleculares Associados ao Dano (DAMPS)
(KONO; ROCK, 2008; NORMAN, 1998) e estdo envolvidos em uma
série de respostas inflamatorias estéreis (KUBES; MEHAL, 2012).

O DNAmt e DNAn liberados pela lesdo das células
acinares ligam-se ao receptor do tipo Toll-9 (TLR-9) e o ATP ao
receptor purinérgico P2X7, presentes em células adjacentes integras
como macrofagos (figura 3). A ativacdo destes receptores de DAMPS
resulta no aumento de pro-citocinas, como a pré-interleucina-1p (pro-
IL-1B), e ativagdo de caspase-1, uma protease celular necessaria para a
clivagem da pré-IL1p em IL-1B ativa. A caspase-1 € um componente
central do complexo citosélico denominado inflamassoma que esta
relacionado com respostas inflamatérias induzidas por DAMPs ou
componentes de patdgenos como bactérias e virus (BECKER;
O’NEILL, 2007).
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Figura 3: Dano pancreético libera DAMPs para ativagdo dos macrdfagos
pancredticos e inicio da resposta inflamatoria. Adaptado de HOQUE et al.
(2011).

A inflamacdo iniciada é amplificada com a producéo local
de mediadores, como IL-1B, fator de necrose tumoral-o. (TNF- a),
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) a partir de macréfagos
presentes no tecido pancreatico (NORMAN et al., 1996).

Essa produgdo local de citocinas e quimiocinas induz o
recrutamento de neutrofilos com infiltragdo nas regies perivasculares
do pancreas (DUGERNIER et al., 2003; SATOH et al., 1999; MAYER
et al., 2000). A lesdo endotelial nos capilares pancreaticos mediada
pelos neutréfilos iniciada por espécies reativas de oxigénio (ERO)
produzidas pela NAPH-oxidase (NORMAN, 1998).

A leséo das células endoteliais aumenta a permeabilidade
microvascular permitindo a passagem de neutréfilos e macréfagos para
0 péancreas, bem como produtos do complemento e citocinas, 0s quais
contribuem para a lesdo das células acinares e amplificacdo da resposta
inflamatéria (DUGERNIER et al., 2003; MAYER et al., 2000;
NORMAN, 1998; SATOH et al., 1999).

Adicionalmente as complicacfes locais, uma resposta
sistémica pode ocorrer a partir de neutréfilos ativados e produtos do
sistema complemento incidindo posteriormente na Sindrome da
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Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) e Sindrome da Disfuncdo de
Mdltiplos Orgdos (MODS). Esta resposta nio pode ser atribuida
somente ao extravasamento de enzimas digestivas ativas e mediadores
inflamatdrios para a cavidade abdominal. LesBes no endotélio dos
capilares ocorrem em 6Orgdos distantes, sendo os pulmdes sdo os
primeiros a serem acometidos. Extravasamento capilar sistémico pode
ocorrer secundariamente a liberacdo de mediadores, tais como histamina
e bradicinina (BENTREM et al., 2003).

Portanto, independentemente do fator inicial que
desencadeia a doenga, a gravidade da PA esté relacionada com a leséo
das células acinares e a ativacdo de células inflamatdrias e endoteliais,
consequentemente com complicagdes locais, como necrose, formacéo de
pseudocisto e abscesso, podendo ocasionar lesdes em 6rgdos distantes
(PASTOR; MATTHAY; FROSSARD, 2003).

1.3.4 Necrose

A maioria dos pacientes que desenvolvem PA leve a
moderada apresentam alteracBGes histologicas reversiveis no tecido
pancredtico, tais como edema leve do parénquima, infiltragdo
interlobular de células inflamatorias, os acinos pancreaticos apresentam-
se estruturalmente integros e o fluxo de sangue é mantido nos pequenos
capilares e vénulas (TOYAMA et al., 1996).

Entretanto, pacientes que desenvolvem PA grave, também
denominada de PA necrosante, apresentam destruicdo hemorragica
grave do pancreas posteriormente tornando-se necrético. As areas de
necrose podem ser encontradas ao lado de I6bulos saudaveis, juntamente
com intensa reacdo inflamatdria e infiltrado celular. Caracteristicas
histologicas da doenca avancada incluem extensa necrose da célula
acinar, formacdo de microabcessos intersticiais, necrose gordurosa
peripancreatica, trombose microvascular e hemorragia local (FIERS et
al., 1999).

A necrose pancredtica € a complicacdo local mais grave na
PA. Inicialmente é estéril, porém pode tornar-se infectada. A infeccdo
desenvolve-se durante a segunda e terceira semanas em 40-70% dos
pacientes aumentando sua mortalidade (FROSSARD et al., 2008), sendo
ocasionada por bactérias de origem intestinal através da translocagéo
bacteriana (BALTHAZAR et al., 1990).
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1.3.5 Translocacao Bacteriana

A translocacdo bacteriana é definida como a migracédo de
bactérias vidveis ou endotoxinas através da mucosa epitelial para sitios
extra-intestinais estéreis (VAN LEEUWEN et al., 1994).

Modifica¢cBes na microbiota e motilidade intestinal, na
funcdo de barreira da mucosa, e na resposta imune levam a translocacao
bacteriana com consequente infeccdo da necrose pancredtica (VAN
MINNEN et al., 2007; CICALESE et al., 2001).

A motilidade intestinal pode afetar a microbiota intestinal.
Em modelos animais de PA induzida por obstru¢cdo do ducto
biliopancreatico ocorre diminuicdo da motilidade intestinal através da
inibicdo dos complexos mioelétricos migratorios (LI et al., 1993). Sem
estas contragdes no lIUmen que se propagam a partir do estbmago ou do
duodeno ao ileo terminal, a microbiota intestinal permanece no local
resultando no crescimento excessivo de bactérias no intestino delgado
(LEE; PIMENTEL, 2006; LIN, 2004). Neste contexto, a translocagdo
bacteriana torna-se consequéncia da motilidade intestinal deficiente
(MOODY et al, 1995), sendo que a ocorréncia de crescimento
bacteriano excessivo no intestino delgado foi correlacionada
positivamente com a gravidade da pancreatite (VAN FELIUS et al.,
2003).

A infeccdo secundaria da necrose pancredtica é uma
complica¢do que acomete mais de 50% dos pacientes, ocorrendo com
mais frequéncia entre 2 a 3 semanas do inicio da doenca (BASSI et al.,
2003; GOLUB; SIDDIQI; POHL, 1998; SAINIO et al., 1995) e que
aumenta a taxa de mortalidade para 80% (BARON; MORGAN, 1999;
BEGER et al., 1986; BRADLEY, 1989; BRITISH SOCIETY OF
GASTROENTEROLOGY, 1998; SCHMID et al., 1999; WIDDISON;
KARANUJIA, 1993).

Quando se suspeita de infeccdo no tecido pancreatico é
realizado aspiracdo para bacteriologia e inicia-se o tratamento profilatico
com antibidticos. Esse tratamento € rapidamente interrompido se a
infeccdo ndo for confirmada (HEINRICH et al., 2006).

1.3.6 Sintomatologia e Diagnéstico
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O sintoma inicial em pacientes com pancreatite aguda € a
presenca de dor aguda e constante na area epigastrica ou no quadrante
superior direito abdominal (BRADLEY, 1993; FAZAR; GOLDBERG,
2006; KEMPPAINEN et al., 1998). A dor pode durar por varios dias,
irradiar para as costas, e ser associada a nauseas e voémitos. A amilase e
lipase sdo enzimas liberadas a partir de células acinares durante a PA, e
suas concentracdes no soro sdo utilizadas para confirmar o diagnéstico
(FERREIRA et al., 2008; MATULL; PEREIRA; O’'DONOHUE, 2006).

Concentracdes séricas de amilase superiores a trés vezes o
limite normal corroboram com o diagndstico de pancreatite aguda
(SMOTKIN; TENNER, 2002). A concentragdo de amilase geralmente
sobe no soro dentro de algumas horas apds o inicio dos sintomas e
retorna aos valores normais dentro de 3-5 dias. No entanto, a atividade
da amilase pode permanecer dentro dos limites normais na admisséo de
19% dos pacientes (CLAVIEN et al., 1989; WINSLET; HALL,;
LONDON, 1992).

Além disso, a concentracdo sérica de amilase pode estar
elevada na auséncia de PA como, por exemplo, na macroamilasemia, em
pacientes com filtracdo glomerular diminuida, em doencas das glandulas
salivares e em doencas abdominais extrapancreaticas associadas com
inflamagdo, incluindo apendicite aguda, colecistite, obstrucdo intestinal
e Ulcera péptica (SWENSSON; MAULL, 1981).

A concentragdo sérica da lipase permanece elevada durante
um periodo de tempo maior do que a de amilase, apresentando-se como
uma vantagem em relacdo a dosagem da amilase em pacientes com uma
apresentacdo tardia. A lipase também pode apresentar-se elevada no
soro em outras patologias intra-abdominais ou insuficiéncia renal
(STERNBY et al., 1996).

1.4 Tratamento da Pancreatite Aguda

Nas formas leves da doenca, além do tratamento
etiolégico, a terapia utilizada é de suporte e inclui reposicdo volémica,
administracdo de oxigénio, analgésicos e antieméticos, sendo que a
alimentacdo oral é interrompida. Por outro lado, as formas mais graves
(20% dos pacientes) precisam de acompanhamento de uma equipe
multidisciplinar, incluindo  gastroenterologistas, radiologistas



27

intervencionistas, intensivistas e cirurgides (UHL et al., 2002; UK
GUIDELINES, 2005).

No entanto, apesar dos esfor¢os para iniciar um tratamento
adequado, a taxa de mortalidade na PA grave ndao mudou
substancialmente durante as Ultimas duas décadas (UHL et al., 2002).

1.4.1 Antibidticos

As infeccbes na pancreatite s8o muitas vezes
polimicrobianas e envolvem tanto bactérias aerébias e anaerdbias. As
espécies bacterianas predominantes encontradas no tecido pancreatico
ou a partir de culturas de sangue incluem Escherichia coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa,
Bacteroides spp., Clostridium spp., e Enterococos spp. (BASSI et al.,
2003; BEGER et al., 1986; BRADLEY, 1987; JOHNSON; STEPHENS;
SARR, 1991; MARAVI-POMA et al., 2003; RATTNER et al., 1992;
SARR et al., 1991; STANTEN; FREY, 1990).

A profilaxia com antibidticos de amplo espectro tem sido
proposta para todos os pacientes com PA grave com objetivo de reduzir
a incidéncia de infeccdo pancredtica e peripancredtica, assim como a
mortalidade (MAYERLE et al., 2004).

Espectro de acdo adequado em conjunto com a
concentracdo efetiva no tecido pancreatico representam propriedades
essenciais de um antibidtico a ser utilizado na profilaxia da infec¢do
pancreatica (BASSI, 1994; BUCHLER et al., 1992). Antibi6ticos como
clindamicina, imipenem, meropenem, metronidazol, fluoroquinolonas,
cefalosporinas possuem uma boa penetragcdo no pancreas, enquanto o0s
aminoglicosideos ndo apresentam (BASSI et al., 2003; GOLUB et al.,
1998; RUNZI et al., 2005; SAINIO et al., 1995).

O imipenem é wum antibidtico da classe dos
carbapenémicos com maior atividade nos microrganismos presentes nas
infeccOes pancreaticas quando comparado as outras classes de
antibidticos (BASSI et al., 1994; BUCHLER et al., 1992). Deste modo,
0 imipenem é atualmente considerado o antibiotico de primeira escolha
para a prevencdo de complicacGes sépticas na PA.

O meropenem também pertence a classe dos
carbapenémicos e apresenta vantagens em relagdo ao imipenem:
caracteristicas  estruturais que conferem maior estabilidade a
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deidropeptidase renal-I, enzima que degrada o imipenem, eficacia maior
contra microrganismos gram-negativos, incluindo Pseudomonas
aeruginosa. Portanto, 0 meropenem representa uma alternativa valida e
segura ao imipenem (BONFIGLIO; RUSSO; NICOLETTI, 2002;
DRUSANO, 1997).

No entanto, o emprego de antibidticos sistémicos no
tratamento da pancreatite € controverso, pois seu beneficio é
questionado por diversos estudos. Alguns mostram que a profilaxia com
antibiéticos reduziu a mortalidade e morbidade de pacientes com
necrose pancredtica infectada (BASSI et al., 2003; BUCHLER et al.,
1992; HEINRICH et al., 2006; NORDBACK et al., 2001; PEDERZOLI
et al., 1993; SAINIO et al.,, 1995) enquanto outros ndo revelaram
gualquer vantagem (ISENMANN et al., 2004; NORDBACK et al.,
2001; PEDERZOLI et al., 1993; SAINIO et al., 1995; SCHWARZ et al.,
1997).

Portanto, existe uma necessidade de estudos adicionais
sobre a eficacia dos antibiéticos na prevencdo da infeccdo na PA grave
(BANKS, 1997; BRITISH SOCIETY OF GASTROENTEROLOGY,
1998; ISENMANN et al., 2004; LAYER et al., 2001). Nossa hipotese,
gue serd avaliada nesse estudo, € que o tratamento com meropenem
diminua a carga bacteriana do camundongo evitando a infeccdo
pancreatica decorrente da PA e levando a um aumento na taxa de
sobrevida.
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito do tratamento com meropenem na PA
induzida pela obstrucdo do ducto biliopancreético em modelo murino.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Camundongos machos e fémeas, da linhagem C57BL/6
selvagem e LysM-eGFP (C57BL/6), com idade entre 6 a 8 semanas,
foram utilizados para os experimentos. Os animais foram alimentados
em regime ad libitum e mantidos em ciclo claro/escuro de 12h a
temperatura de 22°C + 2, foram fornecidos pelo Infectério Setorial do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
MIP/CCB/UFSC. Todos os experimentos que utilizaram animais neste
projeto foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
UFSC (CEUA - UFSC), sob protocolo PP00662.

3.2 Local do Desenvolvimento do Estudo

O trabalho foi realizado no Laboratério de Imunobiologia-
LIDI, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia-
MIP, do Centro de Ciéncias Biologicas-CCB, da Universidade Federal
de Santa Catarina-UFSC.

3.3 Modelo Experimental de Pancreatite Aguda

A PA foi induzida pelo modelo de obstrucdo do ducto
biliopancredtico (CHURG; RICHTER, 1971). Os animais foram
anestesiados com quetamina (90 mg/kg, intraperitoneal) e xilazina (15
mg/kg, intraperitoneal), e uma incisdo mediana de aproximadamente
1cm foi realizada na cavidade abdominal. Subsequentemente realizou-se
a exposicdo do ducto biliopancreatico adjacente ao intestino delgado,
dissecando-0 e um fio de algoddo estéril com auxilio de uma canula P10
de aproximadamente 3 mm foram utilizadas para obstru¢do do ducto,
conforme ilustrado na figura 4 abaixo. Os animais controles foram
submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos ndo sofrendo,
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contudo, obstrugdo do ducto biliopancreatico (animais falso-operados).
Apos, o intestino delgado foi recolocado no interior do abdémen e
suturado. Os animais receberam 1ml de solugdo de cloreto de sddio
0,9% estéril (subcutaneo) imediatamente ap0s a cirurgia para reposicao
fluidica. No experimento de sobrevida os animais foram acompanhados
por 10 dias ap06s a ciruraia.

Figura 4: Obstrucdo do ducto biliopancreético.
3.4 Dosagens Enziméticas

As dosagens enzimaticas foram realizadas no sangue dos
animais anestesiados, sendo obtido por pungéo cardiaca.

3.4.1 Medida da Atividade Enzimatica de Amilase, Lipase, Fosfatase
Alcalina e Bilirrubina Direta

As medidas das atividades enzimaticas de amilase, lipase,
fosfatase alcalina, bilirrubina direta foram avaliadas 1, 4 e 24h apds a
indugdo da PA utilizando kit comercial da Labtest Diagndstica (Lagoa
Santa/MG, Brasil), exceto a lipase que foi utilizado kit comercial da In
Vitro Diagnostica Ltda (Itabira/MG, Brasil). Todas as medi¢Ges foram
realizadas conforme as indicagdes do fabricante.

3.4.2 Medida da Atividade Enzimatica de Uréia, Creatinina, Lactato
Desidrogenase,  Aspartato ~ Aminotransferase e  Alanina
Aminotransferase
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As medidas das atividades enzimaticas de uréia, creatinina,
lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) foram avaliadas trés e cinco dias apés o
tratamento com meropenem nas dosagens de 30mg/kg e 100mg/kg,
utilizando kit comercial da Labtest Diagnostica (Lagoa Santa/MG,
Brasil), sendo realizadas conforme as indicacGes do fabricante.

3.5 Histologia

As amostras de pancreas foram fixadas em formalina
tamponada a 10% com subsequente desidratacdo através de diferentes
concentrac@es de etanol, impregnadas com parafina, cortadas em blocos
(espessura aproximada de 4pm) e coradas com hematoxilina-eosina
(HE).

Foram observados 5 campos aleatorios no microscopio
para cada amostra de tecido atribuindo-se uma classificacdo da leséo
histolégica que variou de leve (1) a intenso (111). Nesta escalda de lesdo
0s parametros avaliados foram edema, necrose e infiltrado inflamatério.
Foi realizado um corte histol6gico para cada amostra.

3.6 Coleta do Lavado Broncoalveolar

Para coleta do lavado broncoalveolar (LBA) foi utilizada
uma solucdo de PBS+EDTA 1mM, com auxilio de um cateter calibre
18G inserido na traquéia. linjetou-se 1ml dessa solucdo lavando por 3
Vezes.

3.7 Coleta do Lavado Peritoneal

Para coleta do lavado peritoneal (LP) injetou-se 1,5ml de
solucdo estéril de PBS+EDTA 1mM na cavidade peritoneal.
Delicadamente movimentou-se o abdémen do animal de modo que o
PBS se misturasse homogeneamente com o liquido peritoneal. Apds este
procedimento realizou-se a coleta.

3.8 Citometria de Fluxo dos Pulmdes, Sangue e Lavado
Broncoalveolar
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Camundongos LysM-eGFP foram utilizados para obtencéo
dos leucdcitos pulmonares, sanguineos e do lavado broncoalveolar.

Os pulmdes perfundidos foram colocados em contato com
a colagenase (0,7mg/ml), quarenta minutos apés os mesmos foram
macerados e 0s leucécitos separados por centrifugacdo com solucdo de
Percoll isotdnico. Os leucécitos sanguineos foram obtidos do sangue dos
animais, retirado por puncdo cardiaca, e lisou-se as hemécias. Os
leucocitos do LBA foram obtidos a partir da coleta do lavado descrito
no item 3.6. A leitura das amostras foi realizada no citbmetro de fluxo
BD FACSVerse.

3.9 Tratamento com Meropenem

No pré-tratamento os animais receberam Meropenem na
dose de 100mg/kg pela via intraperitoneal, de 12-12 horas, por trés dias.
Ap6s 12 horas da Gltima administracdo do antibidtico foi realizada a
inducgdo da PA.

No pds-tratamento os camundongos  receberam
Meropenem 100mg/kg (i.p.), de 12-12 horas, por trés dias 12 horas apds
a obstrucdo do ducto biliopancreético.

3.10 Tratamento com Ampicilina

Doze horas ap6s a inducdo da PA os animais foram
tratados com Ampicilina. Foi utilizado uma dose de ataque inicial de
100mg/kg por via subcutdnea, 12 horas apds iniciou-se o tratamento
com ampicilina na dose de 50mg/kg, sendo administrado a cada 12
horas, por trés dias.

3.11 Quantificacéo de Bactérias

Apo6s 1, 4 e 24 horas a inducdo da PA realizou-se a
contagem de bactérias no sangue e LP, coletados assepticamente.
Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram plaqueadas em agar Mueller—
Hinton e as unidades formadoras de colénias (UFCs) foram contadas
apos incubacao de 24hs a 37°C.

Nos grupos dos animais pré-tratados com meropenem e
inducdo da PA foram realizados coleta de sangue, liquido de ascite (LP)
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e fezes do ceco para quantificacdo bacteriana. A coleta destes materiais
bioldgicos foi realizada 24 horas apds a indugéo da PA.

Aliquotas de 10 pL de sangue e liquido de ascite foram
plaqueadas diretamente em d&gar Mueller-Hinton e &gar Sangue,
incubagdo por 24hs, a 37°C, em condi¢Oes de aerobiose e anaerobiose.
As UFCs foram contadas ap6s 24 horas de crescimento e os resultados
expressos em UFC/m.

As amostras das fezes do ceco foram diluidas antes de
serem plaquedas: 0,01g de fezes foram diluidas em 1000 pl de salina
estéril, desta realizou-se diluicéo de 10° em salina estéril. Desta diluicéo
10 pl foram semeados em agar Mueller-Hinton e agar Sangue com
incubacdo por 24hs, a 37°C e em condicOes de aerobiose e anaerobiose.
As UFCs foram contadas e os resultados expressos em UFC/g de fezes.

3.12 Identificacdo Bacteriana

Foram identificadas as bactérias encontradas no sangue
dos animais pré-tratados com meropenem e que foi realizada a indugédo
da PA.

3.12.1 Coloragdo de Gram

O método de coloracdo de bactérias desenvolvido pelo
médico dinamarqués Hans Christian Gram, em 1884, e que consiste no
tratamento sucessivo de um esfregaco bacteriano, fixado pelo calor, com
0s reagentes cristal violeta, lugol, etanol-acetona e fucsina béasica. Essa
técnica permite a separagdo de amostras bacterianas em Gram-positivas
e Gram-negativas (MURRAY et al., 2007).

3.12.2 Prova da Catalase

Esta enzima atua sobre o perdxido de hidrogénio a 3%
desdobrando-o em oxigénio e agua. Com a alca bacterioldgica ou com
um palito estéril coletou-se o centro de uma coldnia isolada e esfregou
em uma lamina de vidro, colocou sobre este esfregaco uma gota de dgua
oxigenada (peroxido de hidrogénio) a 3%. A prova é considerada
positiva quando ha formacéo de bolhas devido a liberagdo do oxigénio
(KONEMAN, 2001).
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A catalase é produzida por muitos microrganismos e é
usualmente empregada para diferenciar a familia Microccocacea
(estafilococos) onde a prova é geralmente positiva, enquanto que para a
familia Streptococcacea (estreptococos) é negativa (TORTORA et al.,
2012).

3.12.3 Crescimento em Agar Sangue

O crescimento em 4agar Sangue foi utilizado para
verificagdo da morfologia das coldnias e atividade hemolitica (alfa e
beta) de alguns microrganismos, onde se pode diferenciar Streptococcus
e Staphylococcus. As coldnias de estafilococos sdo geralmente maiores,
convexas, de coloracdo variando do branco-porcelana a amarelo
podendo apresentar hemolise ou ndo. As col6nias de estreptococos
tendem a ser menores (puntiformes), e com halos de hemolise total ou
parcial (beta e alfa hemolise) (MURRAY et al., 2007).

O é&gar Sangue é um meio ndo seletivo que permite o
crescimento da maioria dos microrganismos de dificil crescimento,
como: Gram-positivos e Gram-negativos (TORTORA et al., 2012). Foi
utilizado meio base para agar Sangue (HIMEDIA) o qual foi
enriquecido com 5% de sangue de carneiro. A inoculacdo foi realizada
pela técnica de esgotamento para o isolamento do microrganismo.

A interpretacdo do resultado foi realizada conforme
KONEMAN (2001): a) Alfa-hemolise € a presenca de halo esverdeado
ao redor das coldnias semeadas (hemdlise parcial dos eritrocitos); b)
Beta-hemolise é a presenca de halo transparente ao redor das colénias
semeadas (hemdlise total dos eritrocitos); e ¢) Gama-hemolise consiste
na auséncia de halo ao redor das coldnias (eritrécitos permanecem
integros).

3.12.4 Crescimento em Caldo NaCl 6,5%

Este caldo foi utilizado para verificar a capacidade da
bactéria de crescer em meio com 6,5% de NaCl. O resultado é
considerado positivo quando ocorre crescimento bacteriolégico
verificando-se com a presenca da turvacdo do meio. No resultado
negativo ndo ha crescimento e 0 meio permanece limpido com a cor
original (KONEMAN, 2001).
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Somente 0s enterococos possuem a capacidade de crescer
nesta concentragdo elevada de sal (TORTORA et al., 2012).

3.12.5 Crescimento em Agar Bile Esculina

Meio inclinado utilizado para verificar a capacidade de
algumas bactérias hidrolizar a esculina na presenca da bile resultando na
formacéo de glicose e esculitina. A inoculagdo foi realizada por estrias
na superficie inclinada do meio, a 37°C, por 24 horas. Apés este periodo
e resultado é considerado positivo quando ocorre enegrecimento do
meio ap6s inoculagdo. No resultado negativo 0 meio permanece
inalterado (KONEMAN, 2001).

Todos os estreptococos do grupo D de Lancefield
apresentam a bile esculina positiva, seja Enterococcus spp. ou
Streptococcus do grupo D ndo enterococo (Streptococcus bovis)
(MURRAY et al., 2007).

3.12.6 Prova da Optoquina

Nesta prova semeou metade de uma placa de agar Sangue
com a bactéria teste e aplicou um disco de optoquina (5 pg), incubou a
37°C, por 24 horas. Apos este periodo foi verificada a ocorréncia de um
halo inibitdrio de crescimento ao redor do disco, se esta zona medir 14
mm ou mais significa que o microrganismo € sensivel (KONEMAN,
2001).

3.12.7 Identificacdo da Espécie Bacteriana

Para identificacdo da espécie as bactérias foram crescidas
em caldo BHI, a 37°C, por 4-5 horas. Apds este periodo realizou-se a
inoculacdo de uma aliquota de 10 pl em meio agar Sangue, por
esgotamento e incubado por 24 horas, a 37°C. A partir destas placas foi
realizada a coloracdo de gram. Uma suspenséo bacteriana das colbnias
isoladas foram inoculadas no Cartdo de Identificacdo de Gram-positivos
ou Gram-negativos (Vitek® 2, bioMérieux, Franca).

3.13 Inoculagéo Bacteriana
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O Enterococcus gallinarum identificado foi inoculado,
tanto vivo quanto morto, pela via endovenosa em diferentes
concentracdes 1,6 x 10® UFC/animal, 6,4 x 10° UFC/animal e 5 x 10°
UFC/animal.

Aliquotas do E. gallinarum foram feitas crescendo esta
bactéria em caldo BHI até a fase log de crescimento desta bactéria. Esta
fase foi verificada espectrofotometricamente a 600nm obtendo-se a
leitura absorbancia de 0,6, quando comparado ao caldo sem crescimento
bacteriano. A partir deste crescimento foram realizadas aliquotas de 400
pl + 400 pl de solucdo de glicerol 50%, armazenando-as em -80°C.

Para a inoculacdo do E. gallinarum nos camundongos
aliquotas foram crescidas em 35 ml de caldo BHI, a 37°C, sob agitacdo
constante (150 rpm) até a obtencéo da leitura 0,6 no espectrofotdmetro.
Apds este processo centrifugou-se a 3000 rpm, por 15 minutos, a 20°C.
Descartou-se 0 sobrenadante. Lavou-se as bactérias obtidas duas vezes
com solucdo de cloreto de sodio a 0,9%. Ressuspendeu o pellet final
com 1 ml de solugdo de cloreto de sddio a 0,9%.

Para a quantificacdo das bactérias realizou-se uma diluicdo
seriada do pellet de bactérias obtido. Foram realizadas as leituras a 600
nm. A partir dos resultados comparou-se a Escala de MacFarland,
conforme tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Escala de MacFarland.

Quantidade de bactéria

Escala Absorbancia* correspondente (10%/ml)
0,5 0,148 0,15
1 0,286 0,3
2 0,447 0,6
3 0,797 0,9
4 1,091 1,2
5 1,343 1,5
6 1,604 18
7 1,828 2,1
8 1,973 2,4
9 2,109 2,7

10 2,314 3

*Absorbéancia a 600 nm (MURRAY et al., 2007).
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Para confirmacdo da quantidade de bactérias foram
realizadas diluicdes seriadas variando de 10 a 10, Aliquotas de 10 pl
das diluicdes 10° a 10 foram plaqueadas, em triplicata, em é&gar
Mueller-Hinton, incubadas a 37°C. Vinte e quatro horas apds as UFC
foram contadas verificando-se a quantidade real de bactéria inoculada
nos animais.

3.14 Antibiograma

O antibiograma foi realizado nas bactérias obtidas das
amostras de sangue dos animais pré-tratados com meropenem e PA.

3.14.1 Preparacao do Indculo

Realizou-se uma suspensédo direta, em solucdo de cloreto
de sodio a 0,9%, de colbnias isoladas da placa de agar com crescimento
de 24 horas em agar Mueller-Hinton ou agar Sangue. A suspensdo é
ajustada para que sua turbidez coincida com a da solucdo padrdo de
McFarland 0,5 (NCCLS, 2003).

3.14.2 Plaqueamento em Agar Mueller-Hinton

Mergulhou-se um swab de algoddo estéril na suspensdo
ajustada, girou-se firmemente varias vezes contra a parede interna do
tubo, acima do nivel do liquido para retirar qualquer excesso de indculo
no swab. A superficie seca da placa de agar Mueller-Hinton foi
inoculada esfregando o swab em toda a superficie estéril do agar.
Repete-se 0 procedimento esfregando outras duas vezes, girando a placa
aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo
uniforme do inéculo (NCCLS, 2003).

3.14.3 Aplicacio dos Discos nas Placas de Agar Inoculadas

Os discos de antibioticos utilizados foram: Meropenem
(10ug), Vancomicina (30ug), Clindamicina (2ug), Ceftriaxona (30ug),
Estreptomicina (10ug) e Ampicilina (10ug). Estes foram colocados na
superficie de uma placa de agar previamente semeada. Cada disco foi
pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar contato
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completo com a superficie do &gar. Os discos foram distribuidos por
igual, de maneira que a distancia de centro para centro ndo excedesse
24mm. As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 37° C
(NCCLS, 2003).

3.14.4 Leitura das Placas e Interpretacdo dos Resultados

Apos 18hs de incubacdo, examinou-se cada placa, com
excecdo dos halos de vancomicina que foram avaliados com 24 horas.

Os didmetros dos halos foram medidos em milimetros,
incluindo o tamanho dos discos, usando uma régua, que foi encostada na
parte de posterior da placa de petri invertida. O halo de inibicdo foi
considerado pela area sem crescimento bacteriano detectavel a olho nu
(NCCLS, 2003).

3.14.5 Analise dos resultados

A sobrevida dos animais foi expressa como porcentagem
de animais sobreviventes e o teste X° foi utilizado para determinar as
diferencas entre as curvas de sobrevivéncia. Os demais resultados serdo
expressos com média £ EPM e foram analisados pela Variancia de uma
via (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni para a determinagédo da
significancia entre os grupos, sendo que as diferencas consideradas
significativas para valores de P< 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Implementacédo do Modelo de Pancreatite Aguda pela Obstrucao
do Ducto Biliopancreatico

Segundo Meyerholz e Samuel (2007) o modelo de
obstrugdo do ducto biliopancreatico € util na investigacdo das fases
iniciais e evolugdo da PA, pois mimetiza a etiologia da obstrucdo por
célculos biliares. A figura 5 abaixo mostra a sobrevida dos animais
submetidos a obstrucéo do ducto biliopancredtico.

¥ Falso-operado - Pancreatite Aguda

100

751

50+

Sobrevida (%)

251

0

345 6 7 8 910

Dias ap6s Cirurgia
Figura 5. Sobrevida dos camundongos C57BL/6 ap6s indugdo da pancreatite
aguda. Os camundongos foram submetidos a indugdo da pancreatite aguda ou
falso-operados pelo modelo de obstrucdo do ducto biliopancreatico. A taxa de
sobrevida foi monitorada por 10 dias. Os resultados foram expressos em

percentual de sobrevida. *p<0,05 quando comparado ao falso-operado, FO e PA
(n=6).

01 2

Com objetivo de compreender as alteracfes histoldgicas
iniciais que ocorreram durante a inducdo da PA os animais foram
sacrificados 1, 4 e 24hs ap6s a cirurgia, coletando-se o tecido
pancreético. Foram avaliados edema, infiltrado inflamatério e necrose,
com score variando de normal (0), leve (1), moderado (1) e intenso
(+171), conforme resultados demonstrados na tabela 2 abaixo.
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Tabela 2. Alteragdes morfol6gicas no tecido pancreatico ap6s indugao
da pancreatite aguda.

Grupo Edema Necrose Infiltrado
Inflamatério

Naive 0 0 0

FO 1h 0 0 0

FO 4h T 0 0

FO 24h T 0 T

PA 1h 1 0 T

PA 4h i tf tf
PA 24h Pt tit tit

Legenda: Score: Normal (0); Leve (f); Moderado (1t); Intenso (711).FO
(falso-operado), PA (pancreatite aguda). Utilizado como teste estatistico moda.
Naive, FO e PA (n = 4).

As fotos dos tecidos pancreéticos dos animais FO e PA,
nos trés tempos avaliados estdo abaixo na figura 6.
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Figura 6. AItraE;ﬁes morfo_IE'Jg?cas no tecido pancreatico de camundongos
C57BL/6 apds indugdo da pancreatite aguda. Os tecidos foram avaliados 1, 4 e
24 horas ap6s a indugdo da doenca. Os parametros avaliados foram edema,
necrose e infiltrado inflamatério. A classificagéo da lesdo histoldgica variou de
leve (1) a intenso (7). Naive, Falso-operado (FO) e Pancreatite Aguda (PA),
(H&E, 400x). * Edema, 1 Infiltrado inflamatério, T Necrose.

As figuras 7A, B, C e D mostram a quantificagdo de
amilase, lipase, fosfatase alcalina e bilirrubina direta, respectivamente.
Os dois primeiros pardmetros avaliados estdo geralmente elevados
guando ocorre inflamag&o do pancreas, sendo utilizados como principais
marcadores bioquimicos nesta condicdo. A fosfatase alcalina e a
bilirrubina direta sdo verificadas como marcadores de obstrucéo biliar.
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Figura 7. Medida da atividade enzimética de amilase, lipase, fosfatase alcalina
e bilirrubina direta em camundongos C57BL/6. Estas dosagens enzimaticas
foram avaliadas 1, 4 e 24 horas ap0ds a inducdo da pancreatite aguda. O método
empregado para avaliagdo das concentragfes foi o colorimétrico de ponto final.
*p < 0,05 quando comparado ao grupo falso operado correspondente. Naive (n
= 4), falso-operado e pancreatite aguda (n = 6).

A obstrucdo do ducto biliopancreatico acarreta na reducéao
da motilidade intestinal. Esta estase do contetdo luminal no intestino
delgado faz com que ocorra um aumento na populacdo bacteriana e no
contato destas bactérias com o epitélio intestinal, favorecendo a
translocagdo bacteriana (LI et al., 1993; MOODY et al., 1995). Portanto,
amostras de sangue (figura 8A) e lavado peritoneal (figura 8B) foram
retiradas dos animais 1, 4 e 24h ap6s a inducdo da PA para avaliagdo da
translocagéo bacteriana pela presenca de bactérias nestes locais.
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Figura 8. Camundongos C57BL/6 apresentam bactérias no sangue e lavado
peritoneal apds inducdo da pancreatite aguda. A quantificacdo bacteriana foi
realizada 1, 4 e 24 horas apés a indugdo da pancreatite aguda, as UFC foram
contadas ap6s o plaqueamento em agar Mueller-Hinton e incubacéo a 37°C, por
24 horas (A e B). Falso-operado e pancreatite aguda (n = 4 cada).

Na PA pode ocorrer acimulo de exsudato inflamatério na
regido peritoneal, constituido principalmente de neutrofilos, macréfagos
e citocinas pro-inflamatérias. Este exsudato € denominado liquido de
ascite (MIKAMI et al., 2002). Portanto, a figura 9 abaixo mostra a
avaliacdo da presenca de leucécitos na cavidade peritoneal 1, 4 e 24h
apos a PA.
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Figura 9. Recrutamento de leucdcitos para cavidade peritoneal nos
camundongos C57BL/6 ap6s inducdo da pancreatite aguda. A contagem de
leucécitos no lavado peritoneal foi realizado 1, 4 e 24 horas apds a obstrugédo do
ducto biliopancreético. *p < 0,05 quando comparado ao grupo falso operado e
pancreatite aguda 1h e 4h. Falso-operado e pancreatite aguda (n = 4).
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O modelo de obstrucdo do ducto biliopancreatico em
camundongos C57BL/6 resultou em elevada taxa de mortalidade (100%
apos seis dias). Este resultado foi semelhante ao estudo de SAMUEL et
al. (2010) onde os animais apresentaram 100% de mortalidade apds
cinco dias de indugdo da PA pelo mesmo modelo. No estudo de YUAN
et al. (2011) o intervalo da mortalidade foi de um a seis dias. No terceiro
dia (50% de mortalidade) os autores verificaram um pico de citocinas
pré-inflamatorias (TNF-a e IL-1p) no soro e LBA, presenca de
neutréfilos no LBA e lesdo hepatica. No quarto dia ocorreu pico de
hipotensdo, bradicardia, infiltracdo pulmonar de neutréfilos, e lesdo
renal.

Este padrdo precoce de disfuncdo organica e elevada
mortalidade dentro de poucos dias € muito semelhante aos pacientes que
apresentam PA grave. Estudos clinicos tém mostrado que 40-60% das
mortes relacionadas com PA grave ocorrem dentro dos primeiros sete
dias de internacdo (DE BEAUX; PALMER; CARTER, 1995;
KARIMGANI et al., 1992; ISENMANN et al., 2001; MCKAY et al.,
1999; TENNER et al., 1997) e que a insuficiéncia dos érgdos quando
precoce e presente no momento da internacdo eleva o risco de faléncia
progressiva resultando em morte. ISENMANN e colaboradores (2001)
mostraram que a faléncia de 6rgdos desenvolveu e progrediu, em cerca
de 80% dos pacientes, no inicio da PA grave, apesar de serem admitidos
no hospital trés dias apds o inicio dos sintomas e de receberem
tratamento intensivo.

A PA grave, também denominada de PA necrosante, esta
relaciona com alteragbes precoces e intensas no tecido pancreatico
(FIERS et al., 1999). Na avaliacdo histoldgica do péancreas ap6s uma
hora da indugdo da doenca foi verificado edema moderado e leve
infiltrado inflamat6rio misto perivascular; quatro horas apés a indugéo
da doenca observamos presenca de edema, infiltrado inflamatério focal
e necrose moderados; e vinte e quatro horas apds edema, infiltrado
inflamatdrio e necrose pancreatica intensos, sendo que o infiltrado
inflamatdrio passou de focal para difuso pelo tecido.

As alteracBes morfoldgicas encontradas 1 e 4hs no tecido
pancreatico, como edema intersticial e infiltrado inflamatério, foram
similares as descritas por Meyerholz e Samuel (2007) e Samuel et al.
(2010) utilizando o mesmo modelo de indugdo da PA. As alteracbes
verificadas 24hs também foram semelhantes ao referido estudo descritas



45

como elevado edema evidenciado por espagos entre 0s &cinos e
intersticio perilobular, e o infiltrado celular estendeu-se para o
parénquima pancreatico apés 24 horas.

Os animais FO apresentaram edema leve a partir de 4hs da
cirurgia e 24hs apds edema e infiltrado inflamatério leve, sem necrose
tecidual. Estas alteragdes sdo semelhantes as encontradas no estudo de
Catena e colaboradores (2009), sendo decorrentes da manipulagdo do
tecido pancreatico.

A lesdo das células pancredticas rapidamente induz uma
reacdo inflamatoria local, sendo que o edema tecidual é uma das
primeiras alteracfes histoldgicas que ocorrem devido ao aumento da
permeabilidade vascular (NORMAN, 1998).

A inflamacdo inicial é amplificada com a producéo local
de mediadores pré-inflamatorios, os quais induzem o recrutamento de
neutréfilos com infiltracdo inicial nas regiGes perivasculares do
pancreas. A lesdo das células endoteliais aumenta a permeabilidade
microvascular permitindo a passagem de neutréfilos e macrdfagos para
o intersticio (DUGERNIER et al., 2003; MAYER et al., 2000; SATOH
etal., 1999).

A maioria dos pacientes que desenvolvem PA leve a
moderada apresentam alteracfes histoldgicas reversiveis (TOYAMA et
al., 1996). Entretanto, pacientes que desenvolvem PA grave apresentam
destruicdo intensa das células acinares, posteriormente tornando-se
necroético (FIERS et al., 1999).

Na destruicdo das células acinares ocorre a liberacdo das
enzimas digestivas pancredticas, como amilase e lipase, elevando-se
consequentemente no soro (FROSSARD; HADENGUE, 2001). Neste
estudo, a amilase aumentou rapidamente no soro dos animais uma hora
apo6s a inducdo da PA permanecendo elevada até 24hs. A lipase
aumentou significativamente 24hs apés a inducdo da PA. Os resultados
da amilase obtidas em nossos experimentos corroboram com o0s
resultados encontrados por Manso, Ramudo e De Dios (2007) que
obtiveram elevacgdo desta enzima 12 e 24 horas ap6s a indugdo da PA
por obstrucdo do ducto biliopancreatico.

A amilase sérica € o marcador mais comumente utilizado
na prética clinica, sendo que uma quantidade elevada de atividade da
amilase sérica, pelo menos, trés vezes o limite superior do normal,
confirma o diagnéstico de PA. A sua atividade aumenta rapidamente
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durante as primeiras 12hs ap6s o inicio dos sintomas e retorna ao normal
no prazo de trés a cinco dias. No entanto, a atividade da lipase aumenta
mais tarde no soro e permanece elevada durante um periodo maior,
podendo variar de 8 a 14 dias (MATULL; PEREIRA; O’DONOHUE,
2006).

A elevacdo sérica de bilirrubina direta (JOHNSON, 2001)
e fosfatase alcalina (WANG et al., 2001) ocorre em condi¢des onde o
fluxo biliar da wvesicula para o intestino delgado apresenta-se
interrompido. O resultado obtido com a obstrucdo do fluxo biliar neste
modelo de inducdo de PA foi de aumento da bilirrubina direta e
fosfatase alcalina 24hs apds a cirurgia. Manso, Ramudo e De Dios
(2007) também verificaram elevacéo da bilirrubina somente 24hs ap6s a
obstrugdo.

A interrupcdo do fluxo biliar provoca o crescimento
excessivo de bactérias no intestino delgado (NIEUWENHULIS et al.,
2000) e a exclusdo de proteases pancreaticas no limen altera a
permeabilidade intestinal (COHEN et al., 2004; DEITCH et al., 2003)
favorecendo a translocacdo bacteriana. Portanto, as bactérias presentes
nas infeccdes pancreaticas consistem principalmente de organismos
entéricos (LUMSDEN; BRADLEY, 1990), mas o mecanismo principal
pelo qual estes microrganismos atingem o pancreas ainda €
desconhecido. Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que as
bactérias entéricas podem atingir o pancreas e outros 6rgdos pela via
hematogénica (WEBSTER et al., 1979), linfatica (WARSHAW, 1974),
ou vias transmurais, bem como através da bile contaminada (KONOK;
THOMPSON, 1969).

No modelo de PA utilizado neste estudo a bacteremia
estava presente 1, 4 e 24hs apds a inducdo da doenca e somente 24hs
apos bactérias foram cultivadas do LP destes animais. Os animais FO
apresentaram bacteremia 1 e 4hs apds a cirurgia, sendo que a
laparotomia, por si s6, ndo causou contaminacao na cavidade peritoneal.

RUNKEL e colaboradores (1991) encontraram bactérias
em 100% dos linfonodos mesentéricos de animais 48 h apds a PA e
21,5% em animais controles (FO) que passaram pela manipulagédo
intestinal, sem a obstrucdo do ducto biliopancreatico. As bactérias
intestinais encontradas nos linfonodos foram E. coli, Klebsiela
pneumoniae e Proteus mirabilis. Noventa e seis horas ap6s as mesmas
foram encontradas posteriormente em 6rgdos distantes (figado, baco,
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pancreas) e sangue, exceto nos FO. A translocacdo bacteriana destes
microrganismos entéricos ocorreu do lumen intestinal para 0s
linfonodos mesentéricos (via linfatica) para posterior disseminacao
hematogénica (RUNKEL; RODRIGUES; MOODY, 1995). Essa via de
translocacdo linfatica também foi verificada por Redan e colaboradores
(1990) que demostraram que 0 acesso de bactérias para a corrente
sanguinea ocorre através dos vasos linfaticos. Como neste presente
estudo foram avaliadas somente bactérias no sangue e lavado peritoneal,
se faz necessario maiores analises para definir qual a via de
disseminacdo destas bactérias.

O recrutamento de leucdcitos para o lavado peritoneal foi
verificado as 24hs. Neste mesmo tempo ocorreu a presenca de bactérias
no LP. Estes resultados corroboram aos encontrados por Mikami e
colaboradores (2002).

4.2 Tratamento com Meropenem na Pancreatite Aguda
Experimental

A PA grave apresenta uma elevada taxa de mortalidade
(»30%) (HEINRICH et al., 2006), sendo que a infeccdo da necrose
pancreatica piora o progndstico destes pacientes e triplica esta taxa
(SWAROOP; CHARI; CLAIN, 2004). O uso de antibidtico profilatico
¢ baseado na coeréncia de que a reducdo da infeccdo pancreatica pode
diminuir a morbidade e mortalidade. Embora muita atencéo tenha sido
dada & possibilidade de prevencdo ou tratamento da PA grave, 0s
beneficios da profilaxia antibiética ainda permanecem controversos
(JIANG et al., 2012).

Dessa forma avaliamos o tratamento com meropenem, um
antibidtico utilizado clinicamente na prevengéo da infeccdo do pancreas
e que possui boa penetracdo chegando a concentracOes terapéuticas
suficientes no tecido necrosado (HEINRICH et al, 2006;
SAGLAMKAYA et al., 2002).

A figura 10A mostra as taxas de sobrevida do pré-
tratamento com meropenem. A figura 10B mostra as taxas de sobrevida
do tratamento com meropenem.
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Figura 10. Sobrevida dos camundongos C57BL/6 no tratamento com
meropenem e inducdo da pancreatite aguda. No pré-tratamento os camundongos
foram tratados com Meropenem 100mg/kg (i.p.), de 12-12 horas, por trés dias.
Apo6s 12 horas da Ultima administracdo do antibi6tico foi realizada a inducéo da
pancreatite aguda (A). O pds-tratamento com Meropenem 100mg/kg (i.p.), de
12-12 horas, por trés dias, iniciou ap6s 12 horas da obstrucdo do ducto
biliopancreatico nos camundongos. A taxa de sobrevida foi monitorada por 10
dias. Os resultados foram expressos em percentual de sobrevida. *p < 0,05
quando comparado ao grupo falso operado. # p < 0.05 quando comparado ao

grupo falso operado e pancreatite aguda. Falso-operados e pancreatite aguda (n
=6).
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Para compreender o que o pré-tratamento com meropenem
causou realizou-se 0 mesmo tratamento, 12hs ap6s induziu-se a PA e
24hs apds coletou-se sangue, liquido de ascite (LP) e fezes do ceco.

As figuras 11A, 11C e 11E mostram a contagem
bacteriana no sangue, lavado peritoneal e fezes do ceco,
respectivamente.

Protocolo experimental figura 11.
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Figura 11. Pré-tratamento com meropenem modificou o perfil bacteriano nas
amostras de sangue, liquido de ascite e fezes do ceco dos camundongos
C57BL/6. O tratamento com meropenem foi realizado na dosagem de 100mg/kg
(i.p.), de 12-12h, por trés dias. Apés 12 h realizou-se a obstrucdo do ducto
biliopancreéatico e 24 h apos realizou-se a coleta de sangue, liquido de ascite e
fezes do ceco. Os graficos representam os resultados do crescimento bacteriano
em agar sangue em condigdes de aerobiose e as fotos das placas de cultura
representam o crescimento bacteriano em agar Mueller-Hinton em condices de
aerobiose. *p < 0,05 quando comparado aos grupos Naive, falso operado,
meropenem-+falso operado e pancreatite aguda. # p < 0.05 quando comparado
ao grupo falso operado. Naive, falso-operados e meropenem+falso-operados (n
= 3), pancreatite aguda e meropenem-+pancreatite aguda (n = 6).

Surpreendentemente 0 pré e poés-tratamento com
meropenem aceleraram a mortalidade dos animais. No pré-tratamento,
enquanto os animais somente com PA morreram gradativamente a partir
do segundo dia apo6s a cirurgia, 0s animais tratados com meropenem no
mesmo periodo apresentaram 100% de mortalidade. No quinto dia apés
a indugdo da PA os animais no poés-tratamento com meropenem
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apresentavam 0% de sobrevida, comparando-se com 50% dos animais
somente com PA.

Estudos utilizando indu¢do de PA pelo modelo de
obstrucdo do ducto biliopancredtico em murinos avaliando o pré-
tratamento e pos-tratamento com meropenem ndo foram encontrados.
Portanto, faz-se necessario a comparagdo dos resultados obtidos no
presente estudo com outros modelos de PA.

Fritz e colaboradores (2008) utilizaram 4&cido
glicodeoxicolico sob pressdo + ceruleina para indugdo de PA em ratos,
seis horas ap0s iniciou o tratamento com meropenem 40mg/kg (i.v.,
8/8hs) até completar 24hs (denominado tratamento profilatico), apos
este periodo os animais foram eutanasiados. Neste estudo a mortalidade
dos animais com PA foi de 57,1% em 24hs, com o tratamento do
meropenem a mortalidade diminuiu a 0%. Nos animais com PA e
eutanasiados 72hs apds obtiveram 42,9% de mortalidade. Em outro
regime de tratamento, iniciado 24hs apds a PA (denominado tratamento
terapéutico), os animais foram eutanasiados 72hs apds o inicio do
tratamento e a mortalidade foi de 27,3%; com o tratamento iniciado seis
horas ap6s a PA e eutanasiados 24 e 72h obtiveram 0% de mortalidade
(FRITZ et al., 2008). Estes dados de reducdo da mortalidade dos
animais com PA e tratados com meropenem S&0 contrarios aos
encontrados no presente estudo. Isto pode ter ocorrido devido as
diferencas metodoldgicas (inducdo da PA, animais utilizados, dose e
administragdo do antibidtico).

Os animais com PA, neste estudo, apresentaram 40% de
bacteremia, 33,3% de bactérias presentes no LP e 100% de aumento da
contagem de bactérias nas fezes do ceco, 24hs apés a inducéo da PA. Os
animais com PA pré-tratados com meropenem apresentaram bactérias
no sangue e LP. Em relacdo ao ceco, ocorreu crescimento acentuado de
bactérias nas fezes tanto nos FO quanto PA.

A translocacdo bacteriana é promovida por diversos
fatores, tais como, alteracdo da microbiota intestinal local,
comprometimento da barreira da mucosa intestinal, e prejuizo das
defesas imunoldgicas (BERG, 1992). Pelo menos dois destes trés fatores
sdo encontrados juntos na PA e poderiam ser 0s responsaveis
sinergicamente pela translocagéo bacteriana (RUNKEL et al., 1991).

A translocacdo bacteriana fisiol6gica ocorre continuamente
em animais sadios a uma taxa muito baixa, e 0 hospedeiro pode eliminar
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essas bactérias invasoras. Em uma primeira etapa de translocagdo, as
bactérias estdo presentes nos nddulos linfaticos mesentéricos (MLN),
mas ndo se espalham sistemicamente para outros érgdos. Na segunda
fase, as bactérias expandem-se a partir da MLN para outros locais, tais
como o figado, baco e rim. A terceira etapa ocorre quando a bactéria se
espalha sistemicamente para a cavidade peritoneal e na corrente
sanguinea e pode resultar em choque séptico (BERG, 1992).

O tratamento com meropenem alterou o perfil bacteriano
nas amostras do ceco, observa-se esta alteracdo na figura 10F, que
corresponde as imagens das placas com crescimento das amostras de
fezes do ceco. Os animais somente com PA apresentavam dois tipos de
coldnias bacterianas, uma grande amarelada em maior quantidade e
outra menor esbranquigada, sendo que as amostras dos animais pré-
tratados com meropenem, tanto do grupo FO quanto PA apresentaram
predominio das col6nias menores esbranquicadas.

O tratamento com antibiético pode alterar o equilibrio
entre células de mamiferos e bactérias, fazendo com que as alteragdes na
composicdo da microbiota intestinal, possam conduzir a um
desequilibrio homeostatico através de alteracdes na expressdo das
proteinas de juncdo e oclusdo presentes entre as células epiteliais
intestinais, na mucina, peptideos antimicrobianos, e citocinas. A
desregulacdo da homeostase entre os mamiferos e seus simbiontes
intestinais demonstra que predispdem o hospedeiro a translocagéo
bacteriana (WLODARSKA,; FINLAY, 2010). Esta translocacdo pode
ser observada pelo aumento de bactérias no sangue e LP dos animais
pré-tratados com meropenem (Figura 10A e 10C).

Nas amostras de sangue, LP e ceco ocorreu aumento na
contagem de bactérias nos animais com PA. Esta elevacdo pode ser
devido as alteragdes proporcionadas pelo modelo de obstrucdo do ducto
biliopancreético, pois 0 mesmo diminui a motilidade intestinal, afetando
a microbiota intestinal pela inibicdo do complexo mioelétrico migratério
(LI et al., 1993) proporcionando crescimento excessivo de bactérias no
limen do intestino delgado (LEE; PIMENTEL, 2006; LIN, 2004). A
ocorréncia do crescimento excessivo de bactérias € positivamente
correlacionada com a gravidade da pancreatite (VAN FELIUS et al.,
2003).
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4.3 ldentificacdo e Avaliacdo da Susceptibilidade a Antimicrobianos
das Bactérias Encontradas nas Amostras de Sangue dos Animais
com Pancreatite Aguda e Pré-tratados com Meropenem

Foi encontrado crescimento de bactérias nos diferentes
meios de cultura plaqueados (agar Sangue e Mueller-Hinton) e nas
diferentes condic¢des de crescimento (aerobiose e anaerobiose) conforme
descrito no quadro 3 abaixo.

Tabela 3. Bactérias encontradas nas amostras de sangue coletadas nos
animais com pancreatite aguda pré-tratados com meropenem.

Meio de Cultura e Condicdo de | Caracteristica

Bactéria Crescimento da Colbnia
FMC012004 Agar MH em Anaerobiose Branca
FMC012005 Agar MH em Anaerobiose Transparente
FMCO012017 Agar MH em Anaerobiose Branca
FMC012009 Agar SG em Anaerobiose Branca
FMC012027 Agar SG em Anaerobiose Branca
FMC012028 Agar SG em Anaerobiose Branca
FMC012173 Agar MH em Aerobiose Branca
FMCO012174 Agar MH em Aerobiose Transparente
FMCO012175 Agar MH em Aerobiose Branca
FMC012177 Agar SG em Aerobiose Branca

Legenda: MH — Agar Mueller Hinton; SG — Agar Sangue

Estas amostras foram submetidas ao teste de antibiograma
pelo método de disco-difusdo frente ao antibiético meropenem. As
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mostras FMC012005, FMCO012009, FMCO012027, FMC012028,
FMC012174 e FMC012177 apresentaram-se resistentes ao antibidtico,
sendo que as amostras FMC012004, FMC012017, FMC012173 e
FMCO012175 apresentaram-se sensiveis.

As bactérias resistentes passaram por outro teste de
antibiograma para verificar a resisténcia ou sensibilidade destas a outros
antibidticos. Foram testados discos de clindamicina (lincosamida),
ceftriaxona  (cefalosporina),  estreptomicina  (aminoglicosideo),
vancomicina (glicopeptideo) e ampicilina (B-lactamico).

Todas estas bactérias apresentaram resisténcia a
clindamicina, ceftriaxona e estreptomicina além da resisténcia ao
meropenem. No entanto, apresentaram suscetibilidade a ampicilina e
vancomicina como pode ser verificado na tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Antibiograma realizado com as amostras bacterianas
resistentes ao meropenem.
MPM | CLI CRO | EST | VAM | AMP
Bactéria (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
FMC012005 | 19(R) | 09(R) | 08 (R) | 11 (R) | 17 (I) | 30(S)
FMC012009 | 11 (R) | 10(R) | O(R) | 17(R) | 18(l) | 28 (S)
FMC012027 | 19(R) | 08 (R) | 08 (R) | 10(R) | 18 (l) | 29 (S)
FMC012028 | 19(R) | 09(R) | 08 (R) | 10(R) | 21 () | 29 (S)
FMC012174 | 19(R) | 09(R) | O(R) |10(R) | 17 () | 25(S)
FMC012177 | 19(R) | 09(R) | 08(R) | 10(R) | 21 () | 29 (S)
Legenda: MPM (meropenem); CLI (clindamicina); CRO (ceftriaxona); EST
(estreptomicina); VAM (vancomicina); AMP (ampicilina); mm (milimetros); R
(resistente); S (sensivel); I (intermediéario).

A identificagdo destas bactérias multirresistentes foi
realizada obtendo-se 0s seguintes resultados: cocos gram-positivos,
prova da catalase negativa, no crescimento em agar Sangue obteve-se
colonias pequenas esbranquicadas com alfa ou gama-hemdlise,
crescimento em caldo NaCl 6,5% positivo, crescimento em agar bile
esculina positivo e resisténcia a optoquina.

A partir destes resultados obtidos verificou-se que as
amostras eram Enterococcus spp, sendo que a partir da identificacdo da
espécie bacteriana pelo Cartdo de Identificacdo de Cocos Gram-
positivos (Vitex® 2, bioMérieux, Franca) pode-se verificar que todas as
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amostras de bactérias multirresistentes eram de Enterococcus
gallinarum.

Em animais, utilizando diferentes modelos de PA (&cido
glicodeoxicolico+ceruleina e taurocolato de sddio), as principais
bactérias encontradas, em amostras sanguineas, foram Pseudomonas
aeruginosa (gram-negativa) e Enterococcus spp (gram-positiva); no
tecido pancredtico necrosado foram E. coli (gram-negativa) e
Enterococcus spp. (FRITZ et al., 2008; SCHWARZ et al., 2000). Em
humanos com PA, o0 espectro bacteriano, identificado em amostras de
sangue e tecido pancreatico, consiste principalmente de gram-negativas,
mas também incluem enterococos, estafilococos e anaerébios (BEGER
et al., 1986; LUMSDEN; BRADLEY, 1990; RAU; BEGER, 1997). Em
relagdo ao E. gallinarum, em um estudo avaliando o perfil bacteriano no
sangue de pacientes, 44.6% das amostras 0 enterococos estava associada
com bacteremia polimicrobiana e 76.8% a porta de entrada, para esta
bactéria, foi pelo trato biliar (CHOI et al., 2004).

Embora, normalmente, presentes no trato gastrointestinal,
0S enterococos se destacam como patégenos oportunistas em infeccdo
hospitalar (NOSKIN; PETERSON; WARREN, 1995). A maioria dos
casos infecciosos sdo pelos Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium (MASUKI, 2008), sendo que o E. gallinarum tem sido
identificado em casos esporadicos de infeccdo humana (MASCHIETO
et al., 2004; NEVES et al., 2009). Alterando a complexidade da
microbiota comensal intestinal com antibidticos de amplo espectro
proporciona uma oportunidade para 0s microrganismos, de outro modo
indcuos, causar doencga sistémica como, por exemplo, 0s enterococos
(DONSKEY et al., 2000; PULTZ et al., 2005; KELLY et al., 1994).

Paralelamente ao aumento da incidéncia de infeccdes
causadas por enterococos, observa-se rapido aumento na frequéncia de
cepas resistentes aos antimicrobianos de uso corrente (WILLEY et al.,
1994; ELIOPOULOS, 1993) como vancomicina, pB-lactamicos, e
aminoglicosideos (COURVALIN, 1990; HANDWERGER et al., 1992;
RHINEHART et al., 1990; TENOVER, 1991).

Neste estudo, a metodologia utilizada para avaliacdo da
sensibilidade das amostras bacterianas resistentes ao meropenem, frente
a outros antibidticos, como, clindamicina, ceftriaxona, estreptomicina,
vancomicina e ampicilina foi de disco-difusdo. Os resultados obtidos
mostram que todas as amostras foram resistentes a clindamicina,
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ceftriaxona, estreptomicina, e sensiveis & ampicilina. Nesse contexto, o
E. gallinarum é caracterizado pela resisténcia intrinseca de baixo nivel a
vancomicina (LECTERCQ et al., 1992; MASCHIETO et al., 2004;
VINCENT et al., 1991). Segundo NCCLS (2003), amostras bacterianas
com halos maiores ou iguais a 17 mm correspondem a bactérias
sensiveis a vancomicina, o0s resultados obtidos em relagdo a
sensibilidade da vancomicina foram valores préximos a este.

Estudos de ensaios de disco-difusdo demonstram que 0s
mesmos ndo conseguem detectar alguns enterococos resistentes a
vancomicina, principalmente a resisténcia intrinseca (SWENSON;
HILL; THORNSBERRY, 1989; SAHM; OLSEN, 1990). Entretanto,
Tenover et al. (1993) demonstram que este teste pode apresentar bons
resultados quando utilizado adequadamente, devendo ser realizado com
muita cautela e controle rigido de qualidade, do contrario, podera falhar
na deteccdo de amostras de enterococos resistentes. Estudos também
documentaram falhas nos sistemas de testes automatizados (Vitek,
MicroScan) para detectar enterococos com baixo nivel de resisténcia a
vancomicina (SAHM; OLSEN, 1990; TENOVER et al., 1993, WILLEY
etal., 1992).

Segundo Jones et al. (1995), Sader e Pignatari (1994) e
Tenover et al. (1993) o E-test € uma excelente metodologia para a
avaliacdo da sensibilidade de enterococos a antimicrobianos. Além de
apresentar alta sensibilidade, é um teste de facil realizagdo e que
fornece, com precisdo, a concentracao inibitéria minima (MIC).

Fenotipicamente 0s enterococos que possuem 0 gene van-
A possuem alto nivel de resisténcia a vancomicina e a teicoplanina, a
presenga do gene van-B caracteriza-se pela resisténcia & vancomicina,
mas sensibilidade a teicoplanina. Estes genes sdo encontrados
geralmente no E. faecium e E. faecalis (ELIOPOULOS, 1993). O
fendtipo van-C é caracterizado pela resisténcia intrinseca de baixo nivel
a vancomicina encontrado principalmente em E. gallinarum
(LECTERCQ et al., 1992; MASCHIETO et al., 2004; VINCENT et al.,
1991). Primeiramente somente o gene van-C era encontrado no E.
gallinarum. No entanto, a aquisi¢do de genes van-A ou van-B tem sido
descritos (DUTKA-MALEN et al., 1994).

H& poucos relatos de infec¢bes por E. gallinarum van-A
ou van-B positivo e poucos dados em relacdo a sua importancia clinica.
Foram relatados dois casos de sepse por E. gallinarum van-A-positivos
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(BIAVASCO et al., 2001; MERQUIOR et al., 2008), dois surtos na
Argentina (CORSO et al., 2005) e no Brasil (NEVES et al., 2009). No
Brasil, o primeiro caso de colonizagdo por E. gallinarum portador do
gene van-A foi detectado em 2002 em um hospital localizado no estado
do Rio Grande do Sul (CAMARGO et al., 2004) e o primeiro caso de
infeccdo clinica, também detectada em 2002, no estado do Rio de
Janeiro (MERQUIOR et al., 2008).

O consumo de agentes antimicrobianos é um forte
indicador de aquisicdo de microrganismos  multirresistentes
(HARTHUG et al., 2002). Em um estudo realizado por Batistdo e
colaboradores (2012) observou-se em pacientes das unidades de terapia
intensiva (UTI) elevada prevaléncia de colonizacdo por enterococos
vancomicina resistentes fendtipo van-C, sendo que o0s antibidticos
utilizados nestes pacientes foram carbapenémicos e vancomicina.
Assim, a correlagcdo positiva entre a incidéncia e o consumo de
vancomicina e carbapenémicos na UTI sugerem que a prevaléncia do
uso de antibidticos é um fator de risco importante, particularmente para
0 surgimento e disseminacdo de enterococos vancomicina resistentes
(EVR) (BATISTAO et al., 2012).

Bergan, Nord e Thorsteinsson (1991) realizaram um
estudo com objetivo de avaliar 0 uso de meropenem na microbiota
intestinal, os voluntarios saudaveis receberam 500 mg de meropenem
(i.v.) de 8/8hs durante sete dias. As amostras de fezes foram coletadas
antes, durante e ap6s a administragdo de meropenem. O numero de
enterobactérias e de estreptococos diminuiu durante o periodo de
administragdo, enquanto que o numero de enterococos aumentou. A
microbiota intestinal voltou ao normal em todos os voluntarios no prazo
de duas semanas apds o fim da administracio de meropenem
(BERGAN; NORD; THORSTEINSSON, 1991).

4.4 Avaliagdo da patogenicidade do Enterococcus gallinarum

Para determinar se o E. gallinarum é suficiente para causar
doenca quando inoculado em um camundongo saudavel esta bactéria foi
administrada por via intravenosa nas concentracdes de 1,6x10% UFC,
6,4x10° UFC e 5x10° UFC, tanto bactéria viva quanto morta pelo calor a
60°C por 30 minutos (figura 12A). As figuras 12B, C, D e E mostram a
presenca da bactéria no baco, figado, sangue e lavado broncoalveolar,
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respectivamente, apds inoculag&o por via intravenosa de 5x10° UFC de
E. gallinarum viva.
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Figura 12: Enterococcus gallinarum causa mortalidade em camundongos
C57BL/6 quando inoculado vivo na dosagem de 5x10° UFC/ml. O E.
gallinarum foi inoculado pela via endovenosa em diferentes concentragdes
1,6x10° UFClanimal, 6,4x10° UFC/animal e 5x10° UFC/animal, sendo
inoculada tanto viva quanto morta (A). A taxa de sobrevida foi monitorada por
10 dias. Os resultados foram expressos em percentual de sobrevida (n = 5).
Apbs 12 horas da inoculagdo de 5x10° UFC/animal recuperou-se a bactéria no
sangue, lavado broncoalveolar, bago e figado dos camundongos. *p < 0,05
quando comparado aos demais grupos. # p < 0.05 quando comparado aos
demais grupos. Naive (n = 3), Salina e 5x10° UFC E. gallinarum morta (n = 4),
5x10° UFC E. gallinarum viva (n = 5).

A figura 13 mostra que o Enterococcus gallinarum guando
administrado (i.v.) em camundongos Lys-M eGFP foi capaz de ativar
neutrofilos e macréfagos, no sangue, lavado broncoalveolar e pulmdes.
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Figura 13: Ativacéo de leucécitos Lys-M eGFP pelo Enterococcus gallinarum.
Ap6s 12 horas da inoculagdo de E. gallinarum coletou-se dos camundongos
sangue (A, D), lavado broncoalveolar (B, E) e pulmdes (C, F). Estas amostras
foram processadas para leitura no citdmetro de fluxo. *p < 0,05 quando
comparado aos demais grupos. Naive (n = 3), salina, 5x10° E. gallinarum
moorta e viva (n = 6).

O E. gallinarum foi injetado (i.v.) em animais Lys-M
eGFP e 3 horas apos iniciou-se o tratamento com ampicilina (figura 14),
0 antibidtico que essa bactéria apresentou sensibilidade no teste in vitro.
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Figura 14: Tratamento com ampicilina reduz mortalidade de camundongos
Lys-M e-GFP inoculados com Enterococcus gallinarum. Trés horas apds a
inoculacdo os animais foram tratados com Ampicilina. Foi utilizado uma dose
de ataque inicial de 100mg/kg por via subcutanea, 12 horas ap6s iniciou-se o
tratamento com ampicilina na dose de 50mg/kg, sendo administrado a cada 12
horas, por trés dias (n = 5 cada). *p < 0,05.

A figura 15 mostra o tratamento com ampicilina nos
animais pré-tratados com meropenem e induzidos PA.
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Figura 15: Tratamento com ampicilina reduz mortalidade de camundongos
Lys-M e-GFP pré-tratados com meropenem e indugdo de pancreatite aguda.
Animais pré-tratados com meropenem, 12 horas ap6s a Gltima administragdo do
antibiético realizou-se a inducéo da pancreatite aguda, trés horas ap6s a cirurgia
iniciou-se poOs-tratamento com ampicilina na dose de ataque de 100mg/kg e
depois tratamento com 50mg/kg, 12-12 horas, por trés dias. A sobrevida foi
monitorada por 10 dias. Os resultados foram expressos em percentual de
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sobrevida (n = 5). *p < 0,05 quando comparado ao falso operado. # p < 0,05
quando comparado aos grupos meropenem + falso operado e meropenem +
falso operado + ampicilina.

Os animais que receberam a bactéria viva e morta nas
doses de 1,6x10® UFC, 6,4x10® UFC n&o apresentaram mortalidade
(figura 11A). Todavia, os animais que receberam a dose de 5x10° UFC
de bactérias vivas foram susceptiveis verificando-se pela diminuicdo da
sobrevida e os que receberam a bactéria morta nesta mesma dose
obtiveram mortalidade de 20%. Os resultados das figuras 11B, C,D e E
mostram que o E. gallinarum foi capaz de colonizar diferentes tecidos,
como baco e figado, ap6s sua inoculagéo, assim como, sangue e lavado
broncoalveolar.

Os camundongos foram susceptiveis ao desafio sistémico
com a bactéria viva como indicado pelo aumento da mortalidade,
apresentando uma cinética de morte semelhante aos animais com PA.
Além disso, o E. gallinarum foi recuperado, apds inoculacdo nos
animais, nas amostras de sangue, bago, figado e lavado broncoalveolar.
Assim, em relagdo aos postulados de Koch, uma infeccéo sistémica com
E. gallinarum viva é suficiente para recapitular a mortalidade associada
com a PA induzida pela obstrugdo do ducto biliopancreético.

Os postulados de Koch foram criados como uma tentativa
de estabelecer um padrdo para a evidéncia de causalidade em doencas
infecciosas. Estes consistem resumidamente em: (a) o parasita ocorre
nos casos da doenca em questdo, e em circunstancias que podem
explicar as alteracdes patoldgicas e o curso clinico da doenca; (b) depois
de ser completamente isolado do corpo e repetidamente cultivado em
cultura pura, o parasita pode provocar novamente a doenca. Alguns
pesquisadores tém acrescentado mais um postulado que consiste no
reisolamento  do  microrganismo  experimentalmente  inoculado
(FREDERICKS; RELMAN, 1996).

A figura 12 mostra que o Enterococcus gallinarum guando
administrado (i.v.) em camundongos Lys-M eGFP foi capaz de ativar
neutréfilos e macrofagos, tanto no sangue, lavado broncoalveolar e
pulmdes.

A lisozima-M (Lys-M) é uma enzima presente em
macrofagos e neutrdfilos, utilizada como marcador induzivel destas
células (KESHAV et al., 1991) e possui fungdo de lisar a parede
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bacteriana de bactérias gram positivas (SCHEINECKER et al., 1995).
Em contraste aos neutréfilos que secretam predominantemente lisozima
pré-formada, os macr6fagos possuem a habilidade de a ressintetizar
(GORDON; TODD; COHN, 1974). O gene Lys-M esta funcionalmente
envolvido no desenvolvimento da linhagem mielocitica e é essencial na
diferenciacdo de granulécitos e mondcitos (SCHEINECKER et al.,
1995).

A degradacdo do peptideoglicano da parede celular é
realizada pela lisozima através da hidrélise da ligacdo glicosidica entre
acido N-acetilmurdmico (NAM) e N-acetilglicosamina (NAG). O
peptideoglicano é o componente da parede celular das bactérias que
proporciona forma e rigidez mecénica, sendo que sua lise ndo mata
diretamente as bactérias, mas as tornam altamente suscetiveis ao estresse
osmético e mecénico (GANZ et al., 2003).

A figura 13 mostra que o tratamento com ampicilina
diminuiu a mortalidade de 100% no sexto dia apds a inoculacéo do E.
gallinarum para 25%. Esta reducdo da mortalidade também ocorreu
guando os animais foram pré-tratados com meropenem, induzidos PA e
pos-tratados com ampicilina. A mortalidade de 100% no segundo dia
apresentada pelos animais pré-tratados com meropenem e com PA foi
reduzida para 25% no mesmo periodo quando comparado aos animais
pré-tratados com meropenem, com PA e pés-tratamento com ampicilina
(Figura 14B).

A reducdo na mortalidade com o tratamento da ampicilina
apresentada nas figuras 13 e 14B ocorreram provavelmente devido a
diminuicéo sistémica do E. gallinarum nos animais, pois esta bactéria,
segundo o teste in vitro, foi sensivel & ampicilina.

Ayres, Trinidad e Vance (2012) e Rakoff-Nahoum e
colaboradores (2004) obtiveram em seus estudos resultados
semelhantes. Estes consistiram no tratamento com antibi6ticos
(ampicilina, vancomicina, neomicina e metronidazol) de animais com
colite induzida por DSS a 5% onde estes obtiveram maior mortalidade
gue os animais somente com DSS. No estudo de Ayres, Trinidad e
Vance (2012) foi identificado um patobionte multirresistente apds o
tratados com os antibidticos. No entanto, o mesmo era sensivel a
estreptomicina e quando os animais com DSS foram tratados com este
antibiético a mortalidade diminuiu, sendo que esta bactéria foi
eliminada nas fezes do intestino delgado, ceco e colon destes animais.
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A microbiota intestinal é composta por espécies
microbianas comensais que proporcionam beneficios metabolicos,
nutricionais e imunolégicos a seus hospedeiros (LEY; PETERSON;
GORDON, 2006; ROUND; MAZMANIAN, 2009). Estas bactérias
luminais comensais sdo uma parte predominante da microbiota, e
contribuem para a funcdo digestiva intestinal, influenciam no
metabolismo epitelial e estimulam a proliferacdo de células epiteliais e a
imunidade do intestino, bem como competem e suprimem 0s agentes
patogénicos entéricos (LUPP, et al. 2007; STECHER; HARDT, 2011;
KEENEY; FINLAY, 2011).

As bactérias comensais podem, direta ou indiretamente,
promover a resisténcia a colonizacdo bacteriana patogénica (ASHIDA et
al., 2011). Como por exemplo, o lipopolissacarideo (LPS), principal
componente da membrana externa de bactérias gram-negativas, induz
Regllly, que atua seletivamente contra bactérias gram-positivas pela
ligacdo a superficie exposta do peptideoglicano. Em contraste, o acido
lipoteicoico (LTA), um glicolipideo de superficie predominante de
bactérias gram-positivas, ndo induz Regllly (BRANDL et al., 2008).
Isso sugere que as bactérias que pertencem a diferentes classes podem
travar batalhas umas contra as outras através da indugdo de mecanismos
inatos antimicrobianos na mucosa de mamifero (SONNENBURG et al.,
2006). Regllly ¢ uma lectina secretada com atividade bactericida potente
contra bactérias gram-positivas, que sdo expressas por células epiteliais
intestinais e células de Paneth (CASH et al., 2006).

O epitélio intestinal utiliza também multiplos mecanismos
de defesa contra microrganismos, incluindo a microbiota luminal,
camada de muco, integridade epitelial, troca de células epiteliais e
respostas imunes inatas ou adquiridas (KIM et al., 2010).

Os antibidticos tém sido amplamente utilizados para
alvejar seletivamente bactérias patogénicas, para tratar e prevenir muitas
doencas infecciosas. A administracdo de antibidticos de amplo espectro
comprometem as defesas imunes inatas do intestino, eliminando os
microrganismos comensais, diminuindo a expressdo de moléculas
antimicrobianas (Regllly) na mucosa intestinal (BRANDL et al., 2008),
promovendo o aparecimento de patobiontes resistentes a antibioticos
(LEVY; MARSHALL, 2004; MARRA, 2006), incluindo patégenos
gram-positivos como 0s enterococos vancomicina resistentes (EVR). O
Regllly possui um importante papel na defesa do hospedeiro contra o
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EVR, eliminando-os no limen do intestino delgado (BRANDL et al.,
2008; CASH et al., 2006; HOOPER et al., 2003). Na eliminagdo da
microbiota comensal ocorre o aparecimento de nichos intestinais
proporcionando maior acesso aos nutrientes, aumentando assim a
sobrevivéncia e proliferacdo do EVR (DONSKEY, 2004).

Durante a década passada, 0 género Enterococcus tornou-
se um patégeno emergente tanto nas infec¢des hospitalares quanto nas
adquiridas na comunidade (LOW et al., 2001). Os enterococos s&o
microrganismos comensais que atuam como patégenos oportunistas e
que frequentemente causam infecgdes em pacientes hospitalizados por
um longo periodo de tempo e/ou que receberam multiplas terapias
antimicrobianas (CENTINKAYA; FALK; MAYHALL, 2000;
DAHLEN, et al. 2000; REIS, et al., 2001).

O principal reservatério humano dos enterococos é o trato
gastrointestinal, porém ele pode ser encontrado, embora com menos
frequéncia, na cavidade oral, vesicula biliar, vagina e uretra masculina
(KONEMAN et al., 2001). Também podem ser encontrados no solo, em
alimentos, na &gua, em animais, como passaros e insetos (TEIXEIRA;
FACKLAM, 2007a). Porém tornaram-se importantes agentes de
doencas humanas devido, principalmente, a sua resisténcia a agentes
antimicrobianos (KONEMAN et al., 2001).

A maior parte das infec¢es por enterococos origina-se da
microbiota normal do paciente, embora 0s microrganismos possam
também ser transferidos de paciente para paciente ou adquiridos através
do consumo de agua ou alimentos contaminados (MURRAY; BARON,
2007).

O terceiro tipo mais comum de infeccdo causada por
enterococos é bacteremia (MOELLERING, 1998) e é provavel que a
infeccdo sistémica seja resultado da difusdo a partir do intestino
(DONSKEY, 2004). Em relacdo ao E. gallinarum, em um estudo
avaliando o perfil bacteriano no sangue de pacientes, 44.6% das
amostras o enterococos estava associada com bacteremia polimicrobiana
e 76.8% a porta de entrada, para esta bactéria, foi pelo trato biliar (CHOI
etal., 2004).

A sobrevivéncia do género enterococos no ambiente
hospitalar deve a sua resisténcia intrinseca a Vvarios antibi6ticos
utilizados comumente, e, talvez, mais importante ainda seja sua
habilidade de adquirir resisténcia aos antibidticos empregados
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atualmente, seja por mutacdo ou recebendo material genético através de
plasmideos e transposons. Os enterococos apresentam resisténcia
intrinseca a moderadas concentra¢fes de aminoglicosideos, o que ocorre
em todas as espécies e decorre de uma baixa penetracdo do
antimicrobiano pela parede bacteriana (TEIXEIRA; FACKLAM,
2007Db).

A terapia antimicrobiana para as infec¢des causadas por
enterococos é complicada porque a maioria dos antibiéticos ndo tem
efeito bactericida em concentracGes clinicamente relevantes. Dessa
forma, as infecg¢bes enteroctcicas sistémicas sdo comumente tratadas
com um agente que atue na parede celular (um betalactamico, como a
ampicilina, ou um glicopeptideo, como a vancomicina) e um
aminoglicosideo (usualmente gentamicina ou estreptomicina). Esses
agentes atuam sinergicamente para promover a agdo bactericida.
Entretanto a resisténcia aos aminoglicosideos, a ampicilina, a penicilina
e & vancomicina tem se tornado um importante problema, contribuindo
para a reducdo das opcdes de tratamento (ROSMARI et al., 2005).
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5. CONCLUSOES

O modelo de inducdo de PA pela obstrugdo do ducto
biliopancredtico em murinos estd associado com elevada taxa de
mortalidade. A utilizacdo do meropenem tanto no pré, como no pos-
tratamento surpreendentemente acelerou a mortalidade nos animais,
proporcionando, também, o crescimento e disseminagcdo do patobionte
multirresistente a antibidticos, Enterococcus gallinarum, durante a
pancreatite aguda experimental. Estudos complementares sdo
necessarios para definicdo da sobreposicdo desta bactéria sobre outras
presentes na microbiota intestinal, além da sua via de disseminagdo e
mecanismo de patogenicidade.
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