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INiCIO DA INFECCAO POR S. TYPHIMURIUM EM CAMUNDONGOS
COM  ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA
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RESUMO

Camundongos com esquistossomose experimental (infecgdo com 80 cercérias)
e um grupo contréle apropriado, foram inoculados por via intravenosa com 10° de
S. typhimurium e sacrificados apés 30 minutos, 2 horas, 6 horas, 12 horas e 24
horas. Em condiches de assepsia- fol procedida & cultura quantitativa de figado,
bago e sangue, para verificagdo do curso da infecgdo. Animais esquistossométicos
e do grupo contréle apresentaram capacidade equivalente de fagocitar as bactérias
inoculadas — Enquanto no grupo contrdle a quantidade inicial de bactérias no fi-
gado e bago decrescia com 6 horas, e se mantinha neste nivel pelo periodo da ob-
servacgdo, no grupo esquistossomético depois de ligeira diminuiglo, as bactérias se
multiplicavam, e dentro de 24 horas ja se observava retérno da bacteremia em
alguns animais. Esta observagio sugere que as células do sistema reticulo-histioci-
tirio do animal esquistossomético embora conservem o poder fagocitirio perdem
a capacidade de destruir a S. typhimurium que foi fagocitada.
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Observagbes experimentais anterior *° re-
velaram que a injecio venosa ou peritonial
de S. typhimurium em camundongos expe-
rimentalmente infetados com S. mansoni re-
sultava em multiplicagdo desta bactéria no
figado e bago déstes animais,” acompanhada
de invasfio circulatéria mais intensa e de
‘maior letalidade do que no grupo contréle.
Tudo fazia -crer que as bactérias apreendi-
das no sistema reticulo-histiocitdrio ao invés
de serem inibidas em sua multiplicagio ou
destruidas, preservavam a capacidade de se
multiplicar no animal esquistossomético pro-
duzindo assim uma infecgio . mais severa.
Neste estudo, a infecgio foi acompanhada a
partir de 24 horas da inoculagio bacteria-

na, ficando alguns aspectos importantes da
fase inicial da infecgiio a requerer esclare-
cimentos: 1) se o animal esquistossomoti-
co captava as bactérias do sangue circulan-
te igualmente ao grupo contrdle; 2) quan-
do é que estas bactérias comegavam a se
multiplicar no figado e bago dos camundon-
gos esquistossométicos; 3) se a multipli-
cacdo se fazia igualmenie no figado e no
bago; 4) se a invasfo circulatéria era pre-
cedida pela multiplicacdo tissular da bacté-
ria. Como éstes pontos eram de importan-
cia fundamental para o entendimento da pa-
togénese desta infecgdio bacteriana nos ani-
mais com esquistossomose, resolvemos pro-
ceder a éste experimento.
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MATERIAL E METODOS

Animais — Foram utilizados neste estudo
camundongos albinos adultos, de ambos os
sexos, alimentados com dieta-padrio e rece-
bendo 4dgua ad Lbitum. Um grupo déstes
animais foi infetado com cercarias do S.
mansoni (grupo T), e o outro permaneceu
como contrble (grupo C),

Produgio de esquistossomose experimental
— Camundongos a serem infetados pelo S.
mansoni foram submetidos a imersfo par-
cial do corpo, durante 30 (trinta) minutos,
em agua contendo um nimero conhecido de
cercarias, que permitisse a penetragio de
cérca de 80 (oitenta) em cada animal, Es-
te método ja foi descrito com detalhe ante-
riormente ®. Apds esta exposicio, os ani-
mais permaneciam em observacdo durante
40 a 50 dias, quando entdo eram submeti-

- dos a exame de fezes (exame direto), e so-
mente aquéles que revelassem ovos vidveis
de S. mansoni eram incluidos no estudo.

Bactéria — Utilizamos a raga de S. #y-
phimurium KK, de patogenicidade para o
camundongo comprovada e conhecida atra-
vés de estudos anteriores®. Esta bactéria
foi isolada em 1960 de uma amostra de fe-
zes de uma crianca com gasiroenterite. A
cultura-estoque foi mantida congelando-se a
-20°C, aliquotas de uma cultura de 12 a
18 horas desta bactéria em caldo tripticase-
soja (BBL).

Inoculacio da bactéria — O inéculo de
S. typhimurium foi preparado procedendo-se
ao subcultivo em caldo tripticase-soja de
aliquotas da cultura-padrio, e depois in-
cubando por 12 a 18 horas a 37°C. Eram,
entdo, realizadas diluicBes sucessivas em so-
lugfo salina até que fdsse atingida a dilui-
¢io desejavel, tendo-se em conta que a cul-
tura-padrdo, apés éste periodo de incubacgio,
deveria conter cérca de 10° bactérias por
ml, A quantidade de bactéria incculada
foi sempre conhecida através da contagem
feita em placas disseminadas de agar sim-
ples, e o nimero de colénias determinado
ap6s 24 horas de incubacio a 37°C, por
meio de contador do tipo Quebec-Spencer.

Grupos experimeniais — Para acompa-
nhar a dindmica da infeccdo grupos de ca-
mundongos esquistossométicos e  animais

contrdle foram infetados com 10° de S. #y-
phimurium, e sacrificados apos 30 minutos,
2 horas, 6 horas, 12 horas e 24 horas.

Contagem de bactérias nos tecidos -—
Apés sacrificio dos camundongos a inter-
valos variados apdés a inoculagdo bacteria-
na, procedia-se, em condicbes de assepsia,
a ampla abertura da cavidade abdominal e
depois da toracica. Por puncdo direta do
coracio, retirava-se 0,Iml de sangue que
era langado em 9,9ml de &gua destilada.
Procedia-se, entdo, conservando-se os rigo-
res de assepsia, & retirada do rim esquerdo,
do bago e de um fragmento do figado. Es-
tes 6rgdos eram pesados, e fazia-se uma di-
luigdo apropriada em &4gua estéril para que
se tivesse uma grama do tecido por ml da
suspensio.

Por meio de diluiges sucessivas e placas
disseminadas em agar simples (107, 10-%,
10-%) foi possivel avaliar o nimero de bac-
térias por g de tecido. As placas dissemi-
nadas eram incubadas a 37°C, e a contagem
de bactérias feita através contador de colé-
nias. De uma placa representativa da cul-
tura de cada tecido foram repicadas 2 a 3
coloénias em melos bacteriolégicos apropria-
dos, para a devida identificago.

RESULTADOS

Trinta minutos apés inoculagdo de 10° S.
typhimurium, a quantidade de bactéria re-
colhida do figado, bago e sangue dos ani-
mais esquistossométicos e do grupo contrd-
le foi equivalente (Tabela I). Ja com duas
horas da inoculacio inicial ndo mais se en-
contraram bactérias no sangue dos animais
de ambos os grupos; a quantidade de bac-
térias isoladas do figado e bago neste pe-
riodo continuou semelhante (Tabela II).
Pareceu haver, entretanto, pequeno decrés-
cimo no ntmero de bactérias no figado e
baco dos animais de ambos os grupos apos
6 horas da inoculagio inicial (Tabela IIT).
Com 12 horas, eniretanto, os animais do
grupo conirdle comegaram a dominar me-
lhor a ‘infeccdo, enquanto que no figado e
bago dos animais esquistossombiicos o nu-
mero de bactérias se mantinha estacionario
(Tabela IV). Ja com 24 horas houve mul-
tiplicacdo bacteriana no figado e bago dos
animals. esquistossométicos, enquanto que
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TABELA I

Distribuicdo de 8. typhimurium em tecidos de camundongos infetados com 8. mansoni

(teste) e camundongos normais (contrdle) 30 minutos apdés a inoculacdo bacteriana
por via intravenosa
Teste Controle

- :-Tecidos cultivados

oo 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
. |
Figado ' 108 108 108 108 108 | 108 108 108 108 10°
Bago 10¢ 108 108 108 108 108 108 108 108 108
Sangue 4] 0 10t 101 0 0 0 o} 102 102

TABELA II

Distribuicdo de 8. typhimurium em tecidos de camundongos infetados com 8. mansoni
(teste) e camundongos normais (contréle) 2 horas apos a inoculacfo bacteriana por via

i intravenosa
Teste Controéle
Tecidos cultivados
1 2 3 4 5 1 2 3 4 51
Figado 108 10° 108 108 108 108 109 108 10t 10*
Baco 108 10t 108 105 108 108 104 108 105 10t
Sangue (o] ] (4] 0 0 0 0 o 0 4]

TABELA III

Distribuicdo de 8. typhimurium em tecidos de camundongos infetados com 8. mansoni
(teste) e camundongos normais (contrdle) 6 horas apds a inoculacdo bacteriana por via
intravenosa

Teste Controéle
Tecidos cultivados
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Figado 10? 10° 108 10+ 108 1038 10% 102 . 10t 104
Baco 102 108 102 10% 108 102 108 10 10t 10%
Sangue 0 0 0 0 0 o] 0 0 0 0
- TABELA IV
Distribuicdo de 8. typhimurium em tecidos de camundongos infetados com S. mansoni
- (teste) e camundongos normais (contrdle) 12 horas ap6és a inoculacdo bacteriana por
L. via intravenosa
. Teste Contréle
Tecidos: cultivados
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Figado - 108 103 108 10° 108 102 10t 102 104 108
Bago 104 10? 10t 10° 108 102 10* 10t 104 108
Sangue 0 0 0 0 [ 0 0 [¢] o] 0
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TABELA V

Distribuicdo de 8.

typhimurium em tecldos de camundongos infetados com S. mansoni

(teste) e camundongos normais (contréle) 24 horas apés a inoculacdo bacteriana por
via intravenosa

Teste Contrdle’
Tecidos cultivados N
1 2 3 1 2 3
]
Figado [ 100 10 107 | 100 10° 108
| |
Baco ) 10t 100 10t ; 100 100 10t
Sangue ‘ 108 0 0 ; 0 0 0

continuava estaciondrio no grupo contrdle.
Importante foi a constatacio do retérno da
bacteremia em animais esquistossomdticos,

(Tabela V).

Por ocasifo do sacrificio os camundon-
gos infestados com S. mansoni apresenta-
ram figado e bago volumosos e enegrecidos,
e o figado mostrava uma superficie irregu-
lar com pontilhado cinza-esbranquicado.

DISCUSSAO

Como se verificou no presente estudo, o
poder de captago imediata de S. typhzmu—
rium pelo figado e bago dos animais es-
quistossomoticos foi semelhante ao do gru-
po contrdle. Isso nio é surpreendente por-
que em varias experiéncias ja divulgadas,
fazendo-se uso da injegfo venosa de bacté-
rias, tem-se demonstrado que a fase rapida
inicial do “clearance” destas bactérias pra-
ticamente ndo se altera face a vdirias situa-
¢Oes anormais para o. hospedelro tais como
choque *, irradiagio maciga®, insuficiéncia
renal *, fome *? ou a presenga de uma infec-
¢do severa ®, enire outras.

O que pareceu alterada fol a capacidade
dos animais esquistossométicos de impedir que
as bactérias fagocitadas persistissem, e, par-
ticularmente, se multiplicassem no figado e
baco, dentro das primeiras 12 horas da ino-
culagio inicial. Neste particular, varias
agressbes que ndo alteram a fase inicial do
“clearance” tornam o hospedeiro incapaz de
se liberar da bactéria inoculada™. Em ca-
mundongos submetidos a fome, por exem-
plo, nas primeiras horas, a rapidez de re-
mocdo da Klebsiella pneumonice & compa-
ravel ao grupo contrdle, Entretanto, en-

quanio a populagdo microbiana permanece
estavel por 10-12 horas e depois comega a
decrescer nos camundongos contréle, no gru-
po submetido a fome existe multiplicacio
intensa 4 a 10 horas apés a injeglo bacte-
riana

O comportamento do figado e bago dos
animais com S. mansont com referéncia a
quantidade de S. #yphimurium encontrada
nestes 6rgdos foi semelhante. Se as bacté-
rias se localizassem preferencialmente na
textura dos granulomas, seria de esperar que
o niimero de bactérias no figado fésse maior
do que no bago. Por outro lado, apesar do
pequeno fragmento de figado cultivado, &
muito provavel que alguns S. mansoni tives-
sem sido incluidos no material homogenei-
zado e cultivado. Se as bactérias se locali-
zassem e se multiplicassem sistematicaimente
nos S. mansoni, seria também mais provavel
o encontro de um niimero maior de bacté-
rias no figado, o que ndo ocorreu,

O retdrno de bactérias para o sangue dos
animais esquistossométicos 24 horas apés a
inoculaco inicial demonstra que a infeccio
estava em franca atividade. As células do
sistema reticulo-histiocitirio conseguiam fa-
gocitar, mas ndo conseguiram matar ou ini-
bir a multiplicagdo da S. gyphimurium, fa-
to que se sabe ocorrer em algumas situa-
coes 2, Nio ficou evidente o motivo déste
fendmeno — Sabe-se que estas células quan-

~do fagocitando hemécias no curso de ane-

mia hemolitica provocada-em camundongos,
perdem a capacidade de matar S. typhimu-
rium inoculada por via venosa ou perito-
neal, tornando-se o animal muito sensivel a
infeccdo & % No caso da esquistossomose,
merece especulacio o possivel efeito maléfi-
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co do pigmento que, como elemento estra-
nho, fica no interior destas células, chegan-
do mesmo a tornar o bago e figado déstes
animais de coloragio enegrecida. Este as-
pecto, e mais os possiveis efeitos nocivos s6-
bre o sistema reticulo-histiocitirio de pro-
dutos resultantes da degradagio de ovos e
parasitas, merecem investigago.

SUMMARY

The establishment of S. typhimurium infec-
tion in mice infected with S, mansoni

Mice infected with S. mansoni (80 cerca-
riae) and appropriate controls were subject-
ed to intravenous injection of S. gyphimu-
rium (10%), and sacrificed at different time
intervals (30 minutes, 2, 6, 12 and 24
hours) after the inoculation and liver, spleen
and blood of those animals were cultured
quantitatively. The number of bacteria re-
covered from animals with S. mansont in-
fection and controls were similar at 30’ and
2 hours. From 6 hours on, the normal ani-
mals (controls) tended to conirol the infec-
tion, while in mice with S. mansoni infec-
tion after a slight decrease in number of
organisms in liver and spleen there was a
tendency to multiplication of the bacteria,
which was more evident at 24 hours. Those
results suggested that the phagocytic func-
tion of the reticulo endothelial cells was si-
milar in mice infected with S. mansoni and
controls. The ability to destroy the phago-
cytized S. typhimurium however was de-
ranged in the animals with S. mansoni in-
fection, the exact mechanism . being still
unknown,
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