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RESUMO

Camundongos, com esquistossomose experimental, foram inoculados com Salmo-
nella typhi por via venosa, e sacrificados de uma a quatro semanas apés a infecgdo

inicial.

esquistossomoéticos do que do grupo contrdle.

Houve maijor niimero de bactérias recolhidas do figado e bago de animais

Até quatro semanas ap6s a injecdo

inicial ainda se isolaram bactérias do bago dos camundongos esquistossométicos,

enquanto que a infecgio desaparecia apés duas semanas no grupo contrdle.

Salmo-

nella typhi se multiplicou em Schistosoma mansoni durante a 1.° semana, sendo

ainda recolhidas em pequeno néimero na 2.* semana.

Nao foi possivel demonstrar

a permanéncia prolongada desta bactéria nos S. mansoni, nio parecendo ser éste
um mecanismo importante de manutencdo da infecgio bacteriana neste modélo

experimental.

INTRODUCAO

Desde 1959 se sabe, através descrigio de
investigadores brasileiros e chineses, da ocor-
réncia de um quadro clinico caracterizado
por bacteremia prolongada por Salmonella
em pacientes portadores de infecgdo por S.
mansoni ou S. japonicum. O mecanismo in-
terno déste tipo peculiar de infecgfo ndo foi
ainda esclarecido. FEstudos experimentais,
em camundongos com esquistossomose man-
sonica, inoculados com S. typhimurium por

via venosa ou por via peritoneal, sugeriram

que existe uma incapacidade do sistema re-
ticulo-histiocitario déstes animais de destruir
as bactérias normalmente fagocitadas ®. Mais
tarde foi demonstrado em pacientes com he-

patesplenomegalia esquistossomética uma - di-
minuigdo na capacidade.de migracio leuco-
citaria !, ¢ uma deficiéncia na capacidade
antibacteriana do sbéro para algumas bacté-
rias do género Salmonella®.  Todos. -éstes
dados revelavam a existéncia de defeitos. nos
mecanismos de defesa, mas n#o explicavam,
de todo, a ocorréncia de uma bacteremia
prolongada. SRR .
Recentemente foi observado que quando
camundongos com esquistossomose experi-
mental recebem a inoculagdo venosa de ger-
mes Gram-negativos, as bactérias perietram
e se multiplicam no interior do S. mansoni,
particularmente no cecum, terminando por
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mata-lo *. Embora esta descoberta tenha si-
do interpretada como de potencial interésse
para o contrdle biolégico da esquistossomo-

se, achamos que ela abriu caminho para que

se investigasse a possibilidade do S. mansoni
poder servir de ponto de multiplicagfo e per-
sisténcia de certas bactérias, responsabilizan-
do-se, pelo menos em parte, pela bacteremia
prolongada de alguns pacientes esquistosso-
moéticos infetados por salmonela.

Neste trabalho resolvemos investigar se S.
typhi injetada em camundongos com esquis-
tossomose experimental penetra nos S. man-
soni, néles se multiplicando, e se pode per-
manecer néles por tempo prolongado.

MATERIAL E METODOS

Animais — Foram utilizados neste estudo
camundongos com dieta padrio e recebendo
dgua ad lLbitum. Um grupo déstes animais
foi infetado com cercarias de S. mansoni
(Grupo T), e outro permaneceu sem infec-
¢do, como contréle (Grupo C).

Produciao da esquistossomose experimental
~— Camundongos a serem infetados pelo S.
mansont foram submetidos a imersdo parcial
do corpo, durante 30 (irinta) minutos, em

dgua contendo um numero conhecido de cer-

carias, que permitisse a penetracdo de cérca
de 80 em cada animal. Este método ja foi
descrito com detalhe anteriormente . Apés
esta exposi¢do, os animais permaneciam em
observagio durante 40 a 50 dias, quando
entdo eram submetidos a exame de fezes
(exame direto), e somente aquéles que re-
velassem ovos viaveis de S. mansoni eram
incluidos no estudo.

Bactéria — Utilizamos uma raca de S.
typhi recolhida de portador de salmonelose
prolongada. A cultura estoque foi mantida
congelando a -20°C aliquotas de uma cultura
de 12 a 18 horas desta bactéria em caldo
tripticase soja (BBL).

Infec¢io bacteriana — Para as injeges
intravenosas utilizamos dose de 10° bacté-

rias,

Contagem de bactérias nos tecidos — Apos
sacrificio dos camundongos a intervalos va-
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riados da inoculagio bacteriana (uma, duas,
trés e quatro semanas) procedia-se, em con-
dicdo de assepsia, ampla abertura da cavida-
de abdominal e depois da tordcica. Por pun-
¢do direta do coragfo, retirava-se 0,1 ml de
sangue que era langado em 9,9 ml de dgua
destilada. Procedia-se, entdo, com os mes-
mos rigores de assepsia, a retirada de todo
o figado e do bago, colocando-os em placa
de Petri esterilizada. Um fragmento do fi-
gado e o bago eram entdo pesados, e proce-
dia-se uma diluigdo apropriada em agua des-
tilada estéril de modo a que se tivesse uma
grama de tecido por ml de suspensdo. Fa-
zendo-se, depois, diluigGes sucessivas em 4gua
destilada estéril e placas disseminadas em
agar simples (10%, 103 10°) foi possivel
avaliar o niimero de bactérias por grama de
tecido. As placas disseminadas foram ino-
culadas a 37°C e a contagem de bactérias
procedida através contador de colbnias. De
uma placa representativa de cada tecido fo-
ram repicadas 2 a 3 colénias em meios bac-
teriologicos apropriados para a devida iden-
tificacao.

Retirada dos esquistossomas do figado —
Utilizando luvas estéreis, o figado de cada
camundongos foi esmagado cuidadosamente,
colocando-se depois 2 ml de &gua destilada
na placa de Petri para permitir a mais facil
visualizagio dos esquistossomas que foram
liberados. Por meio de alga de platina es-
téril os vermes foram pescados e colocados
em tubo de triturador Ten Broeck, contendo
10 ml de 4gua destilada estéril. Os esquis-
tossomas, por gravidade, se depositavam no
fundo dos tubos.

Verificacio da presenca de bactérias nos
Schistosoma mansoni

O tubo de triturador com 10 ml de agua
destilada contendo os esquistossomas foi agi-
tado por alguns minutos, para uma boa ho-
mogeneizagio. Depois que os S. mansoni se
depositavam novamente no fundo do tubo,
retiravamos 9 ml, e completavamos o volume
inicial (10 ml) com &gua destilada estéril.
Este procedimento foi repetido trés vézes.
Da dltima vez deixamos 2 ml no tubo, cul-
tivando 1 ml sobrenadante, e a parte rema-

nescente, contendo os S. mansoni, foi tam-
bém cultivada apés homogeneizar os para-
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sitas com triturador Ten Broeck. Tanto o
liquido sobrenadante (1 ml) quanto o liqui-
do contendo a suspensio de S. mansoni (1
ml) foram cultivados quantitativamente pa-
ra se determinar o namero de bactérias por
ml. As placas foram inoculadas a 37°C por
24 horas, e o nlimero de coldnias avaliado
em contador tipo Quebec-Spencer.

RESULTADOS

1) Infeccdo por S. typhi em camundon-
gos com esquistossomose mansbnica — A
distribui¢do de S. typhi no figado, baco e

sangue em camundongos com esquistossomo-
se mansbénica e em animais contrdle pode
ser vista nas Tabelas I, II, III e IV. Um
aspecto que ressalta é a permanéncia mais
prolongada, e em malor namero, de bacté-
rias ao nivel do figado e particularmente
bago dos camundongos infetados com S. man-
soni. Mesmo em animais sacrificados 4
(quatro) semanas apés inoculagdo inicial,
S. typhi pbde ser ainda recolhida do bago
de alguns déles.

2) Presenca de S. #yphi em S. mansont
— S. mansoni recolhido de animais que re-
ceberam inoculagdo venosa de S. typhi mos-

TABELA I

Isolamento de 8. typhi em tecidos de camundongos com S. mansoni (T) e camundongos
normais (C) uma semana ap6s a inoculacdo bacteriana

Camundongos
Orgao
Cultivado Com esquistossomose (T) Contrdle (C)
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4
Figado 108 107 108 10t 10t 104 10t 102 0 o] 0 0
Baco 10¢ 10t 103 105 10 108 102 10t 10 0 0 10t
Sangue 10 0 0 10t 0 0 10t 0 e 0 0 o]
TABELA II
Isolamento de S. typhi em tecidos de camundongos infestados com S, mansoni (T) e camun-
dongos normais (C) duas semanas apos a inoculacdo bacteriana
Camundongos
orgéao R
Cultivado Com esquistossomose. (T) Contréle (C)
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4
Figado 108 108 108 108 10t 103 104 10t 10t 10! 0 0
Baco 108 108 10t 108 105 10° 10¢ 108 10t 10° 0 104
Sangue 10 10t 10t 10t 0 102 10 10t 10t o] 0 0
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TABELA III

Isolamento de 8. typhi em tecidos de eamundongos infestados com 8. mansoni (T) e camun-
dongos normais (C) trés semanas apés a- inoculacio bacteriana

Cainundongos
orgao R
Cultivado Com esquistossomose (T) Controle (C)
1 2 3 4 5 6 T 8 1 2 3 4
Figado 0 0 0 0 0 o 0 0 0- 0 0 [
Baco 0 102 0 0 104 108 10t 102 6 0 0 o
Sangue 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 6

TABELA IV

Isolamento de 8. typhi em tecidos de camundongos infestados com S. mansoni (T) e camun-
dongos normais (C) quatro,K semanas apés a inoculacio bacteriana

Camundongos
orgao
Cultivado Com esquistossomose (T) ) Contréte (C)
1 2 3 1 2 3
Figado ' 0 0 0 0 0 0
Baco 102 0 10* 0 [ 0
Sangue o} 0 0 0 0 [¢]

!
TABELA V

Isolamento de 8. typhi de S. mansoni recolhidos de camundongos infetados experimental-
mente, sacrificados. a intervalos variados

1 semana 2 'semanas ' 3 semanas 4 semanas
Agua de lavagem : 102 0 0 0
8: mansoni . 108 108 0 0

Animais com infeccdo por 8. mansoni que receberam inoculacio de 8. iyphi
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TABELA VI

Investigacao da ocorréncia de bactérias em tecidos de camundongos infestados com 8. man-~
soni (C:) e em camundongos normais (C:) sacrificados a intervalos variados

Epoca de verificacdo=x
orgao
Cultivado 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas
Cy C: C Cz Cy Cz C: C,
Figado 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0
Baco 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0
Sangue 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 4/0 3/0 3/0
Total 12 12 12 12 12 12 9 9
x — Total de animais / n.o de infetados

v

fraram muito maior niimero de bactérias do
que o liguido sobrenadante onde estavam co-
locados (Tabela V) sugerindo que as bacté-
rias se concentravam no parasita, embora a
permanéncia fsse por apenas duas semanas.
S. mansont recolhidos de animais que ndo
sofreram inoculacio bacteriana nfo conti-
nham bactérias.

3) Verificagio da ocorréncia espontinea
de bactérias em figado, baco e sangue de ca-
mundongos com esquistossomose — Em ne-
nhum dos 45 camundongos com esquistosso-
mose experimental (Contréle C;) sacrifica-
dos com 1, 2, 3 ou 4 semanas, se encontrou
bactéria no figado, baco ou no sangue. Igual-
mente, foram examinados 45 camundongos
sem esquistossomose (Conirdle C.), e nenhum
déles (Tabela VI) mostrou a presenca de
bactéria nos mesmos tecidos cultivados.

DISCUSSAO
‘Ficou evidente, pelos resultados déste es-
tudo, que os camundongos infestados com
S. mansoni ndo conseguiram se libertar do
inoculum de S. fyphi 3 maneira do grupo
contrdle. Desde o inicio, houve maior niime-
ro de bactérias recolhidas dos tecidos de ani-

mais esquistossométicos, € S. typhi pdde ser
isolada do bago déstes animais até 4 semanas
da injecfo inicial; em contraposigio, no grupe-
contrdle desde a primeira semana alguns
camundongos j& ndo tinham bactérias no fi-
gado, e da terceira semana em diante os te-
cidos cultivados (figado, baco e sangue) es-
tavam' estéreis. Este dado sugere uma dimi-
nuigdo das defesas do camundongo esquistos-
somético ou a existéncia de um mecanismo de
persisténcia da infecgdo nestes animais. Foi
interessante a demonstragio de que S. typhi

/injetada por via venosa se concentra nos S.

mansoni recolhidos do figado de camundon-
dos esquistossométicos sacrificados apés uma
semana. Havia muito mais S. fyphi na sus-
pensdo dos S. mansoni do que na suspensdo
de figado, baco ou na cultura de sangue déstes.
animais. Embora ndo tivesse ficado demons-
trada a localizacdo precisa destas bactérias, é
presumivel que estivessern no interior do pa-
rasita, a semelhanga do que foi documentado
com outros Gram-negativos inoculados por via
venosa em animais esquistossométicos®. Nao
se conseguiu demonstrar a persisténcia de
S. typhi nos S. mansoni por periodo prolon-
gado. Apenas por duas semanas apés a ino-
culagdo foi possivel isolar esta bactéria dos
S. mansont. Ou a S. typhi era destruida no
interior do parasita, ou o S. mansoni que se
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“infetasse” vinha a morrer, se desintegrando,
deixando a bactéria & mercé das defesas do
hospedeiro. Em favor desta dltima hipétese
fica a demonstracio de uma baixa nitida de

oviposi¢io, e recolhimento de menor nimero

de S. mansoni nos camundongos que foram
inoculados com S. ¢yphi, sugerindo um efeito
letal da bactéria sGbre alguns parasitas®.

O fato de que nos animais sacrificados
com trés e quatro semanas, as bactérias eram
isoladas apenas do bago, onde ndo se encon-
tram os S. mansoni, estando o figado ja esté-
ril, também sugere que os parasitos ndo con-
seguiram reter as bactérias que néles se acu-
mulavam na fase inicial da infecgAo. Nem
tampouco as bactérias ficam retidas ou se
multiplicam nos granulomas, abundantes no
figado e pouco freqiientes no baco.

Nio encontramos infeccdo espontdnea nos
tecidos de camundongos esquistossomoéticos

nem nos S. mansoni recolhidos désses animais. -

Todos éstes fatos sugerem que, embora
S. typhi, nas condicbes desta experiéncia, se
multiplique inicialmente em S. mansoni re-
colhido de camundongos esquistossomoticos
apbs inoculagio venosa, esta bactéria ndo se
mantem no parasito por tempo prolongado.
Déste modo, ndo parece se constituir em me-
canismo importante de manuten¢io do pro-
cesso infeccioso.

SUMMARY

Some characteristics of Salmonella typhi
infeciion in experimental schistosomiasis:
growth of the bacteria in the
Schistosoma mansoni

Mice with experimental S. mansoni infec-
tion as well as appropriate controls were in-
jected intravenously with S. #yphi and sa-
crificed at varying time intervals .(one, two,
three and four weeks). Up to weeks bacteria
could be recovered from the spleen of animals
with S. mansoni infection, while S. #yphi
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could be detected from control animals after
two weeks. There was, also, greater number
of bacteria in the liver and spleen of mice
with schistosomiasis. Curious was the finding
of S. typhi multiplication in S. mansoni
collected from mice injected within the first
week, but bacteria decreased in titer in the
second week and from then on could not be
detected in the worms. It was then impossible
to get convincing evidence that S. yphi could
remain within S. mansoni of infected animals,
being an important source of continuous
salmonella infection in those cases.
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