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RESUMO: O objetivo deste estudo ¢ o desenvolvimento de peritonite difusa com qualitativos e quantitativos bacterianos
conhecidos. Foram analisados 150 ratos, adultos, machos, da raga Wistar, com peso médio de 150 gramas. Inocularam-se,
percutaneamente, na cavidade peritoneal, suspensdes constituidas de Escherichia coli e Bacteroides fragilis em concentracdes
conhecidas, na proporgio de 1ml para cada 100 gramas de peso. Os animais foram distribuidos em cinco grupos de trinta
ratos. No grupo I (grupo-controle) inoculou-se solugio de cloreto de sédio a 0,9%. Nos demais grupos a concentragio do
inéeulo foi a seguinte: grupo 11, com suspensdo a 10 (9); grupo III, com suspensdo a 10 (8): grupo IV, suspensdo a 10 (7) e
grupo V com suspensdo a 10 (6). Sempre que se detectou o ébito, o animal era submetido A necropsia para avaliacio da
cavidade peritoneal e colheita de secregdes para cultura. Os ratos sobreviventes foram aleatoriamente alocados em dois
subgrupos. Os animais do subgrupo A foram sacrificados 24 horas apds a inoculagio e os do subgrupo B, 120 horas apés a
inoculagio. Observou-se que os ratos do grupo I (controle) evoluiram sem o desenvolvimento de peritonite. Nos grupos II
e II1, 100% dos ratos do subgrupo A e 95,83% dos ratos do subgrupo B desenvolveram peritonite aguda e 6bito em menos
de 24 horas. No grupo IV, somente 4,17% desenvolveram peritonite e foram a ébito em 72 horas, e no grupo V néo ocorreu
a formagao de peritonite € ndo houve 6bito. Os animais que foram a 6bito dos grupos II e III, 96,67% mostraram alterages
macroscopicas com exsudato peritoneal difuso, aderéncias peritoneais mas sem abscesso.Todos os animais com peritonite,
desenvolveram derrame pleural bilateral. Nos animais que foram a 6bito, nos grupos II e 111, evidenciou-se a presenca de
Escherichia coli e Bacteroides fragilis como causadores das alteragdes peritoneais e pleurais. Este modelo mostrou que os
animais que receberam altas concentragdes bacterianas mostraram maior perda de peso, alteragdes clinicas de sepsis, peritonite
difusa aguda, derrame pleural e 6bito precoce.

Unitermos: Peritonite; Pung@o da cavidade peritoneal; Inoculagdo bacteriana.

INTRODUCAO toneal. Classicamente as peritonites sdo divididas em perito-
nite primdria e secunddria. A peritonite secunddria € subdivi-

Entende-se por peritonite a inflamagio de um segmento dida em peritonite supurativa aguda, quimica e granulo-

ou de toda a superficie parietal e visceral da membrana peri- matosa.' A literatura consigna vdrios modelos experimentais
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utilizados na indug¢@o de peritonite difusa aguda: inoculagio
de material fecal;>** cerclagem e pungio do ceco;’ implanta-
¢do intraperitoneal de cdpsula gelatinosa contendo suspen-
sio bacteriana.®”® Tem sido relatada a desvantagem de se
trabalhar com peritonite experimental induzida por fezes dos
préprios animais ou humana em razdo da resisténcia a sua
prépria flora fecal e por néio se conhecer a concentragio poli-
microbiana utilizada.'’

Nichols et al, 1978, desenvolveram estudos com fezes
humanas em cédpsulas de gelatina que foram introduzidas ci-
rurgicamente na cavidade peritoneal de ratos, concluindo ser
um modelo econdmico, porém de dificil padronizagdo.'?

Poucos sio os trabalhos existentes que usam suspen-
sdes bacterianas isoladas ou associadas para produzir peri-
tonite € que teriam as vantagens de utilizar indculos previa-
mente conhecidos e quantificados e, portanto, passiveis de
serem reproduzidos com fidedignidade, de ficil execugio,
sem necessidade de laparotomia prévia e pouco dispendiosos.

O objetivo deste trabalho foi o de produzir um modelo
experimental de peritonite aguda, em ratos, com qualitativos
e quantitativos bacterianos conhecidos, verificar a validade
do modelo, mostrar as alteragdes clinicas dos animais, as mo-
dificacdes macroscopicas da cavidade peritoneal e pleural;
fazer os estudos bacteriolégicos e determinar o tempo de so-
brevida dos animais relacionado com as vdrias concentra-
¢bes dos indculos bacterianos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 150 ratos, machos, da raga Wistar, com
peso variando entre 120 e 180 gramas, distribuidos em cinco
grupos de trinta, sendo o grupo I definido como grupo controle
¢ os grupos [ a V como grupo de experimentagdo. Os ratos
do grupo I foram inoculados com solug@o de cloreto de sédio
20,9% e os outros grupos (Il a V) com suspensio bacteriana
de Escherichia coli e Bacteroides fragilis em diferentes con-
centragdes (Tabela 1)

As suspensdes de Escherichia coli(ATCC 25922) foram
cultivadas em placas de dgar-sangue e incubadas aerobica-
mente a 37C por 18 horas. As suspensdes de Bacteroides
fragilis (ATCC 23745) foram cultivadas em placas de dgar-
sangue suplementadas para anaerébios e incubadas anaerobi-
camente a 37C por 48 horas. Apds a incubagio, as cepas
foram subcultivadas em peptone yeasth broth e incubadas
novamente nas atmosferas indicadas por 18 horas. As concen-
tragdes bacterianas eram medidas em meios apropriados para
contagem de coldnias (Agar Plate Count). Foi respeitado o
tempo de uma hora, utilizado nos animais de cada grupo.

A inoculagio foi realizada com pungéo percutinea intra-
peritoneal, com seringas de 5ml e agulhas de 25x7, apds
anestesia inalatdria e anti-sepsia do quadrante inferior esquer-
do com dlcool a 70%. A quantidade injetada era de 1ml de
cada suspensdo para cada 100 gramas de peso dos ratos. O
controle dos animais era didrio, com pesagem, observagio

Tabela 1
Relagio entre os grupos de animais, nimero de animais e concentragio
do indculo bacteriano

Grupo Nimero de animais Concentragio do inéculo
I 30 cloreto de sédio 0,9%
1 30 suspensio a [0(9)A e B
I 30 suspensio a 10(8)C e D
v 30 suspensdo a 10(7)Ee F
\% 30 suspensio a 10(6)G e H

das alteragoes clinicas caracteristicas de septicemia evolutiva:
diminui¢o da atividade fisica, redu¢do da ingestdo de dgua
e ragdo, piloerecio, taquipnéia e formagao de halo de colora-
¢ao escurecida em torno dos olhos.

Sempre que se detectou o 6bito do animal, este era sub-
metido a necropsia, e 0s animais sobreviventes foram distri-
buidos aleatoriamente em dois subgrupos: subgrupo A, que
foram sacrificados apés 24 horas da inoculago (seis animais);
subgrupo B, que foram sacrificados apés 120 horas da ino-
culagdo (24 animais)

Apos o sacrificio procedia-se a observagio macroscopica
do contetido da cavidade peritoneal e pleural e era realizado
o exame das visceras.

A colheita de secrecio peritoneal e pleural foi realizada
por aspiragdo com seringa esterilizada e colocada em meio
de transporte de Amies e encaminhada para cultura aerébica
¢ anerdbica. Quando nfo havia liquido livre nas cavidades, a
colheita era realizada com swab.

O meio seletivo utilizado para cultivo da E. coli foi Mac
Conkey Agar e para B. Fragilis utilizou-se o meio de Bacte-
réides-bile-esculina dgar.

Utilizou-se o método de estatistica inferencial, teste t de
Student e, niio sendo este possivel, utilizaram-se os métodos
de estastistica descritivos. Definiu-se como nivel de signi-
ficAncia estatistica p < 0,05.

RESULTADOS

No grupo I (controle) observou-se que os ratos do sub-
grupo A (6 animais) tiveram um ganho médio de peso de
10g, e os animais do subgrupo B (24 ratos), um ganho médio
de peso de 22g. No grupo II ¢ III, todos os animais do sub-
grupo A foram a ébito, ndo sendo possivel a avaliagio pon-
deral; no subgrupo B, um rato teve ganho ponderal de 20g e
5g respectivamente. No grupo IV, os ratos do subgrupo A
tiveram uma perda média de peso de 5g, e os do subgrupo B
tiveram um ganho médio de peso de 15g. No grupo V, os
animais do subgrupo A tiveram um ganho médio de 5g, e os
animais do subgrupo B, um ganho médio de 23g (Tabela 2).

Nos animais do grupo controle niio se observaram alte-
racoes clinicas, o mesmo ocorrendo com os animais do grupo
IV e V. Nos grupos experimentais Il e 111, as altera¢des clinicas
observadas no controle do animal foram: diminuigao da ativi-
dade fisica, redugdo da ingesta de dgua e ragio, piloerecao,
taquipnéia e formagio de halo escuro ao redor dos olhos.
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No grupo controle ndo ocorreu Obito. Nos animais dos
outros grupos, a freqliéncia e o percentual de mortalidade

foram variados e podem ser observados na tabela 3.

Tabela 2
Relagio entre os grupos e subgrupos de animais, o nimero de animais ¢ a
variagio ponderal média,
entre o dia da inoculagio e o do sacrificio.

Grupo | Subgrupo N° de animais Variagdo ponderal

Média+/ - DP

I A 6 10 +/- 4
B 24 22 +/-7
il A 0 (-)
B 1 20% /50
i} A 0 -)
B 1 5+/-0
IV A 6 5+/-7
B 23 15+/-9
Y A 6 54-3
B 24 23 +/-7

D.P. = desvio padrio
(-) = nao realizado

Tabela 3
Relagdo entre os grupos e subgrupos de animais, nimero de animais,
freqiiéncia e percentual de mortalidade.

Grupo Subgrupo N° de animais Mortalidade

Freqiiéncia Porcentual
I A 6 0

B 24 0 -
I A 6 6 100%

B 24 23 95,83%
111 A 6 6 100%

B 24 23 95,83%
v A 6 0 o

B 24 1 4,17%
A% A 6 0

B 24 0 a

(-) : nao realizado

No grupo I ndo se observou alteracdo na cavidade peri-
toneal e pleural.Nos animais que foram a Obito constatou-se
peritonite difusa e aderéncias peritoneais sem abscesso, fato
que ocorreu no grupo I, [T e IV(Figura 1). No animal sobre-
vivente do grupo I ¢ [11 do subgrupo B, o0 aspecto macrosco-
- pico era normal, o mesmo ocorrendo com todos os animais
que sobreviveram no grupo I'V. Nos animais do grupo V ndo
se observaram alteragdes peritoneais ou pleurais. Nos ratos
que foram a obito nos grupos 11, I1 e IV constatou-se derrame
pleural (Tabela 4).

ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Figura 1- Aspecto macroscopico de rato do grupo Il com peritonite
difusa aguda

Tabela 4
Relagdo entre os animais que foram a obito, presenga de
peritonite difusa, abscesso intraperitoneal,
aderéncias peritoneais e derrame pleural.

Grupo N Peritonite Abscesso Aderéncia Derrame
pleural

| 0 nao nao nao nao

1l 29 sim nio sim sim

il 29 sim nao sim sim

v 1 sim nao sim sim

A% 0 nao nao nao nao

No grupo I ndo se evidenciou germe nas culturas. Nos
demais sobreviventes a distribuicdo ocorreu de forma variada,
conforme tabela 5.

Tabela 5
Relagdo entre os grupos de animais,
0 numero e porcentagem que foram a ébito, o tipo de colheita e a
bactéria encontrada na cultura

Grupo | N°de N° de Obitos Tipo de Colheita Abdome Torax
animal | animais
Freq (%) SWAB| Aspiragio| E.c.| B.f.| Ec.| B.f.

I 30 0 - - - - - - -

I 30 29 (96,67)  nfo sim P RSP P
11 30 29 (96,67) ndo sim P P P B
v 30 1 (3,33) ndo sim B BB B
v 30 0 o ol = - - = =
DISCUSSAO

Neste modelo de produgio de peritonite experimental
optou-se pelo rato de raga Wistar, sendo possivel induzi-la
com facilidade e comparar grandes grupos de animais. O custo
de obtencdo, controle e manutengao desses animais € baixo e
facil quando comparado com animais de grande porte.

A escolha das cepas de £. Coli deve-se ao fato de ser
este germe responsavel pela etiologia da maior parte das peri-
tonites bacterianas de alta mortalidade. Estudos realizados
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por Onderdonk et al e Bartlett et al'* mostraram que animais
que sobreviveram ao estdgio de peritonite aguda posterior-
mente desenvolveram abscessos intraperitoneais.

A bactéria responsdvel por estes abscessos era o Bacte-
roides fragilis. Estas observagdes sugerem que ambos 0s
coliformes e anaerébios sdo importante patégenos na sepsis
intraperitoneal.

Neste trabalho, a variagio ponderal foi analisada, uma
vez que se julgou que o estado hipercatabdlico decorrente da
sepsis influenciou no ganho e/ou perda de peso dos animais.
A indugfo de peritonite e a concentragio do indculo bacte-
riano revelaram significante variagdo ponderal.

A observagdo clinica apds a indugio da peritonite mos-
trou alteragdes como: diminuigio da atividade fisica, pilo-
eregio, redugdo da ingesta de dgua e ragéo e halo escuro em
torno dos olhos. -

A taxa de mortalidade foi diretamente proporcional a
concentragio de bactérias inoculadas. As suspensdes de 10
(9) e 10 (8) de Escherichia coli e Bacteroides fragilis causam
uma letalidade aguda. E as suspensdes de 10 (7) e 10 (6)
determinam leve mortalidade com resultados semelhantes ao
grupo controle,

Nos animais dos grupos II, IIl e IV que foram a ébito,
observou-se macroscopicamente a ocorréncia de peritonite
aguda difusa, com mau cheiro, aderéncias peritoneais e sem
a formagdo de abscessos intraperitoneais, uma vez que prova-
velmente ndo houve tempo para a formacao deles. Segundo
os resultados definidos pelas tabelas apresentadas hd uma
nitida associagdo entre a presenga da peritonite aguda e efusio
pleural. Entendeu-se a presenga do derrame pleural na vigén-
cia da peritonite como mais um indicador da gravidade do
processo infeccioso intraperitoneal e que deve alcangar a cavi-
dade pleural através dos linféticos diafragmaticos.'>!*

Nos animais que foram a ébito dos grupos Il e Il eviden-
ciou-se a presenca de Escherichia coli e Bacteroides fragilis
como responsdveis pelas alteragdes peritoneais, pleurais e
mortalidade dos ratos.

Pelos dados obtidos é possivel concluir que o método
de inoculagio da suspensio bacteriana por pungio percutinea
da cavidade peritoneal de ratos demonstrou ser um modelo
experimental pratico, seguro, de baixo custo e ficil execugdo,
prescindindo de laparotomia prévia, e possibilita uma padro-
nizagdo com o uso de inéculo bacteriano qualitativamente e
quantitativamente conhecido.

ABSTRACT

This study reveals development of diffuse peritonitis model in rats with a known bacterial concentration. We analised 150
rats, adults, male, Wistar race with medium weight of 150 grams. Solutions of Escherichia coli and Bacteroides fragilis in
different concentrations were percutaneous inoculated into the peritoneal cavity in the following proportion: 1 ml of each
suspension to each 100 grams of the total weight of the rat. The animals were allocated in five groups of thirty rats. On
group 1 (control) a solution of sodium cloride 0.9%. On the following groups the proportions were as follows: group II -
1009) ; group II — 10(8); group IV — 10(7) and group V — 10(6). After a rat death, a necropsy was performed in order to
evaluate macroscopic effects on peritoneal cavity as well collect samples of secretions for culture. The survival rats of each
group were subdivided with no choice in two subgroups. The animals for subgroup A were sacrificed 24 hours after inoculation
and the ones of subgroup B, 120 hours after inoculation. We observed that the rats of group 1 did not acquire peritonitis. On
group II and 111, 100% of subgroup A and 95.03% of subgroup B, developed acute peritonitis. On group 1V, only 4.17%
developed peritonitis and died 72 hours and on group V neither peritonitis or death developed. The animals which died on
group I and Il on an average of 96.67% showed macroscopic alterations with difused peritoneum exudate, adherences
and no abscesses. The animals which developed peritonitis exhibited bilateral pleural effusion. On animals of group Il and
I which died, also were found the presence of Eschirichia coli and Bacteroides fragilis responsible for peritonitis and
pleural effusion. This model shows that the animal which received the highest bacterial concentrations showed loss of
weight, clinical alterations of sepsis, acute peritonitis with pleural effusion and premature death.

Key Words: Peritonitis; Cavity abdominal punction; Bacterial inoculation

REFERENCIAS

1. Davis JH — Current concepts of peritonitis. American Surgeon 1967,
33:673.

2. Onderdonk AB, Weinstein WM, Sullivan NM, et al — Experimental
intraabdominal abcess in rats: quantitative bacteriology of infected
animals. Infect Immun 1974;10:1256-1259

3. Matlow AG, Bohnen JMA — Pathogenicity of enterococci in a rat model
of fecal peritonitis. Journal Inf Dis 1989;169:142-145.

4. Rocha JIR - Infecgiio peritoneal: modelo experimental em cobaias. Acta
Cir Bras 1986;1:12-20.

42 — Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides — Vol. XXV = n® 1



PERITONITE INFECCIOSA COM QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS BACTERIANOS CONHECIDOS:

5. Baker CC, Gaines HO, Bave AE — Evaluation of factors affecting
mortality rate after sepsis in a murine cecal ligation and puncture
model. Surgery 1983;94:331-335.

6. Freire ANM, Kobata CM, Toledo RF, et al — Formagio de abscesso
experimental em ratos. Acta Cir Bras 1989;4:19-20.

74 — Infecgdio peritoneal experimental em ratos. Acta Cir Bras
1989;1:20-21

8. Nichols RL, Smith JW, Balthazar ER — Peritonitis and intrabdominal
abscesses: an experimental model for the evaluation of human
disease. Journal Surg Res 1978;25:129-134.

9. Waitzberg DL, Oku SMM, Soares SRC, et al — Padronizagdo de um
modelo de peritonite em ratos. Acta Cir Bras 1991;6: 37-40.

10. Browne MK, Leslie, GB — Animal models of peritonitis. Surg Gynecol
Obstet 1976;143:738 -740.

11. Bartlett JG, Onderdonk AB — Lessons from an animal model of
intraabdominal sepsis. Arch Surg 1978;113:853-857.

ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

12, Aradjo Jr., JC — Avaliagio do uso topico da clorhexedina na peritonite
fecal induzida em ratos. Acta Cir Bras 1987;2:55-67.

13. Saad F - Infeccdo peritoneal: modelo experimental em ratos. Acta Cir
Bras 1986;1:10-18.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA
Dr. Gilton Angelo Guilgen

Rua Tadeu Morozowicz, 19

82010-660 — Curitiba — PR

AKX CONGRESSO
BRASILEIRO DE CIRURGIA
4 A 8 DE JULFIO DE 1999

RIOCE
RIO DE JANEIRO

NTRO

Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides — Vol. XXV —n®1—43



