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RESUMO

Camundongos adultos, infetados com aproximadamente 150 cercarias, foram
inoculados por via venosa com doses variadas de E. coli. Os animais estudados
haviam sido infetados 40 a 50 dias da inoculagio bacteriana, e apresentavam ovos
de S. mansoni ao exame parasitolégico (direto) de fezes. Foram injetadas doses
2,0x10* e 5,0x10°¢ E. coli em grupos de animais esquistossomoticos
€ grupos contrdles (total de 279 camundongos) Para determinar a distribuicéo
de bactéria pelos tecidos, grupos de 6 animais (3 esquistossométicos e 3 controles)
foram sacrificados a 1ntervalos variaveis (1, 3, 5 e 7 dias) apos a injecdo bacte-
riana, sendo procedidas culturas quantitativas do figado, bago, rim esquerdo, pul-
mio e sangue. Com doses de 2,0x10* e. 5,0x10° houve maior multiplicagdo bac-
teriana no figado e bago dos animais esquistossométicos, especialmente com a dose
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mais alta.

Neste caso foi notéria a elevada bacteremia e freqiientes os abscessos
hepaticos, com maior multiplicago bacteriana no figado do que no bago.

Os abs-

cessos hepdaticos foram interpretados como de provavel colangite supurada.

Os animais esquistossométicos apresentaram maior mortalidade imediata (1.°
dia) apenas apds a injegfo intravenosa de 5,0x10°¢ E. coli.

Nio ficou esclarecido o defeito béasico dos mecanismos de defesa do hospe-
deiro, responsavel por esta diferencga de suscetibilidade a infeccfo,

INTRODUCAO

Estudos de natureza clinica ® % %1 {ém
revelade aspectos peculiares da infecgdo por
certas bactérias do género Salmonelle quan-
do o hospedeiro atingido é portador de es-
quistossomose mansoOnica, especialmente da
forma hepatesplénica.  Mais recentemente,
observagbes experimentais demonstraram ma-
ior suscetibilidade de camundongos infetados
com S. mansoni & infecgdo por S. typhimu-
riwum.®.  Nos animais esquistossométicos a
Salmonella se multiplicava no figado e bago

de modo mais intenso do que no grupo con-
tréle, resultando dai infecgdo mais severa,
com maior indice de mortalidade. FEstas ob-
servagbes clinicas e experimentais sugeriram
uma inter-relagio, a ser melhor esclarecida
em sua natureza e especificidade, do hospe-
deiro com esquistossomose mansbnica e in-
fecgdo por bactérias do género Salmonella.
Seria de todo necessario verificar, antes de
mais nada, se uma maior suscetibilidade a
infec¢do também se observava neste hospe-
deiro frente a outras bactérias.
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O presente estudo visou documentar o com-
portamento de camundongos esquistossomoé-
ticos e contrdles normais {rente a injegdo in-
travenosa de E. coli, bastonete Gram negativo
que habitualmente nfo induz infecgdo sisté-
mica nestes animais. Procurou-se, para isso,
acompanhar a distribui¢o desta bactéria nos
tecidos de camundongos esquistossométicos
e contrdles normais, assim como os indices
de mortalidade cumulativa, a diversos inter-
valos apds a inoculagdo de doses variadas de

E. coli.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados neste estudo
279 camundongos albinos, adultos, de ambos
os sexos, alimentados com dieta padrfo e
recebendo dgua ad libitum. Um grupo dés-
tes animais foi infetado com cercarias do S.
mansoni (grupo T), e o outro permaneceu
como controdle (grupo C).

Producio de esquistossomose experimental:
Camundongos a serem infetados pelo S. man-
sont foram submetidos a imersdo parcial do
corpo, durante 30 minutos, em Aagua con-
tendo um namero conhecido de cercarias, que
permitisse a penetracio de cérca de 150 em
cada animal. Esta técnica ja foi utilizada
e descrita em estudo anterior ". Depois dis-
so 0s animais permaneciam em observagéo
durante 40 a 50 dias, quando entdo eram
submelidos a exame de fezes (exame direto),
e sOmente aquéles que revelassem ovos via-
veis de S. mansoni eram incluidos no estudo.

Bactérias: Utilizamos uma raga de E. coli,
isolada de pacientes com -infecglo do tracto
urinirio e cujas caracteristicas foram des-
critas anteriormente *. A cultura estoque foi
mantida congelando a -20°C aliquotas de uma
cultura de 12 a 18 horas em caldo tripticase
soja (BBL).

Injecgo das bactérias: O inéculo de E. coli
fol preparado procedendo-se o subcultivo, em
caldo tripticase soja, de aliquotas da cultura
padrdo, e depois incubado por 4 horas a
37¢C. Eram, entfo, procedidas diluigdes su-
cessivas a 1/10, em solugdo salina, até que
fosse atingida a diluigdo desejavel, levando-
se em conta que a cultura padrfo, apds &s-
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te periodo de incubagfo, deveria conter cér-
ca de 10% bactérias por ml. A injecdo ve-
nosa foi feita com volume de 0,1 ml. O nt-
mero de bactérias inoculadas foi sempre co-
nhecido através de contagem, feita em placas
de disseminacdo em &gar simples utilizando-
se para as diluigdes sucessivas a cultura pa-
drdo, sendo o numero de colénias anotado
ap6s 24 horas de incubagio a 37°C, por meio
de contador do tipo Quebec-Spencer. Foram
utilizadas doses de 3,0x10%, 2,0x10* e
5,0x10° E. coli.

Contagem de bactérias nos tecidos: Apds
sacrificio dos camundongos a intervalos va-
riados da inoculagio bacteriana, procedia-se,
em condigbes de assepsia, ampla abertura da
cavidade abdominal, e depois da toréacica.
Por pun¢io direta do coragdo, retirava-se
0,1 ml de sangue que era langado em 9,9
ml de 4gua destilada estéril. Procedia-se, en-
tdo, conservando-se os rigores de assepsia, &
retirada do rim esquerdo, do bago, de um
fragmento de figado e dos pulmGes. Estes 6r-
gios eram pesados, e fazia-se uma diluigdo
apropriada em agua destilada estéril para ob-
ter uma grama do tecido por ml da suspensao.
Por meio de diluigdes sucessivas e dissemina-
¢io em placas de &gar simples (107, 10-%,
10-%) foi possivel avaliar o niimero de bacté-
rias por g de tecido. As placas disseminadas
eram incubadas a 37°C, e a contagem de
bactérias procedida através de contador de
colénias. De uma placa representativa de
cada tecido foram repicadas 2 a 3 colbnias
em meios bacteriolégicos apropriados, para
a devida identificacfio.

Mortalidade: Para verificar a mortalidade
ocasionada pelas doses variadas de E. coli,
camundongos com esquistossomose e con-
tréles normais receberam a injecio venosa
de bactérias e foram acompanhados, dia-
riamente, anotando-se o nimero de animais
mortos durante o periodo de 14 dias de ob-
servagio. Ao mesmo tempo, acompanhava-
se a mortalidade de camundongos infetados
com S. mansoni, que ndo haviam recebido
qualquer inoculagfo bacteriana (15 animais).
Para as doses de 3,0x10° e 2,0x10* E. coli
foram acompanhados 15 camundongos do
grupo Esquistossomose e 15 do grupo Con-
trole; para a dose de 5,0x10°, o grupo con-
trdle foi de 50 e o teste de 88 animais.
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Estudo histolégico: 'Tanto nos animais do
grupo esquistossomose quanto nos do grupo
contrble, foi retirado um fragmento do fi-
gado e do segmento terminal do intestino
e fixado em solu¢do de formol a 109%. As
secgbes déste material foram coradas pela
hematoxilina eosina para o devido estudo
histolégico.

RESULTADOS

Apés a injecdo intravenosa de 3,0x10° F.
coli, observou-se o desaparecimento rapido
da bactéria da corrente circulatéria de ca-
mundongos esquistossomoéticos e  normais,
havendo, entretanto, uma tendéncia para a
multiplicagdo bacteriana no figado e bago
dos animais esquistossomoéticos (Tabela I).
Com dose de 2,0x10* E. coli, éste fato tor-
nou-se mais nitido, j4 se comegando a per-
ceber a ocorréncia de elevada bacteremia mes-
mo trés dias apbs a injecio bacteriana nos
camundongos esquistossométicos {Tabela IT).
Quando a dose ascendeu para 5,0x10° E. coli,
foi marcante a diferenca entre os dois gru-
pos: a bacteremia era mais intensa, assim
como era bem maior a multiplicacio bac-

teriana no figado e bago de animais esquis-
tossométicos. Em alguns casos foi possivel
observar, macroscopicamenie, numerosos abs-
cessos no figado de animais esquistossomoé-
ticos. Com esta dose houve, consistentemente,
maior multiplicagdo de E. coli no figado do
que no bago (Tabela IIT).

Em todos os animais em que se documen-
tava grande bacteremia, o namero de E. coli
no figado e/ou bago estava muito elevado
(mais de 100.000 bactérias por g de tecido).

E interessante assinalar que os cultivos do
pulméo revelaram némero bem maior de bac-
térias nos camundongos esquistossométicos.
O niimero de bactérias por g de tecido fol
maior nos pulmdes do que nos rins e no
sangue.

A mortalidade de animais esquistossomo-
ticos recebendo doses elevadas de E. coli
(5,0x10°) foi maior do que a do grupo
controle (Fig. 1). Note-se, entretanto, que
a diferenca decorreu essencialmente da mor-
talidade imediata (1° dia apds a injego),
sugerindo maior sensibilidade dos animais
esquistossométicos aos efeitos da endotoxina
e da grande bacteremia inicial.

TABELA I

Multiplicacéio de E. coli em tecidos de camundongos infetados com S. mansoni (T) e contrdles nor-

mais (C), apés inoculacdo intravenosa de 3,0x10% bactérias
. ; Log. do numero de H. coli por g de tecido
Dias apés :
inoculacdo Baco Figado Sangue Rim
bacteriana
T C T C T C T C
< 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 <1 <1
1 4,7 < 1 2,2 < 1 < 1 < 1 2,1 <1
< 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1
< 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1
3 < 1 < 1 3,1 1,1 < 1 < 1 < 1 < 1
< 1 | < 1 < 1 < 1 <1 < 1 < 1 < 1
2,9 2,2 3,6 2,5 < 1 < 1 2,3 < 1
5 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 <1 <1
4,5 < 1 41 < 1 < 1 < 1 <1 < 1
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TABELA II

Multiplicacdo de E. coli em tecidos de camundongos infetados com S. mansoni (T) e contréles nor-
mais (C), apés inoculag¢ldo infravenosa de 2,0x10* bactérias

Dias apés Log. do numero de E. coli por g de tecido
inoculacéo Baco Figado Sangue Rim
bacteriana T c T e P c p c
5,4 4,3 6,1 3,2 5 < 1 1,2 < 1
6,2 < 1 3,7 < 1 < 1 < 1 1,6 < 1
32 2,2 6,1 2,2 31 < 1 15 <1
T 4,5 2,3 3,7 1,1 < 1 < 1 6 < 1
1,4 1,3 7.5 1,7 < 1 < 1 < 1 < 1
43 1,3 3.9 <1 <1 <1 14 | < 1
6,3 3,1 6,2 4,1 4,5 < 1 3,9 < 1
<1 <1 <1 < <1 <1 < <1
31 < 1 2,7 < 1 < 1 < 1 < < 1
8 32 2,6 2,7 21 | <1 <1 < <1
4,2 < 3,3 < 1 < 1 < 1 5,0 < 1
3,4 < 31 < 1 < 1 < 1 < <1
<1 < <1 < 1 <1 <1 < < 1
S5 3.9 < 2,1 1,4 < < < <
1,7 < 1 <1 < 1 < <1 <

TABELA III

Multiplicacdo de B. coli em tecidos de camundongos infetados com 8. mansoni (T) e contrdles nor-
mais (C), apés inoculacdo intravenosa de 5,0x10¢ bactérias

Log. do numerc de E. coli por g de fecido
Dias apés
inoculagéo Baco Figado Sangue Rim Pulmio
bacteriana — —_—
T C T C T (o] T C T C
> 8§ 2,1 > 8 1,7 3,8 < 1 3,2 < 1 36| <1
3 4,8 37 | > 8 2,1 31 < 1 1,3 <1 36| < 1
5,6 41 > 8 2,7 4,3 < 1 2,1 < 1 5,0 31
5,4 2,4 > 8 2,5 5,2 < 1 3,5 <1 > 6 < 1
5 > 8 <1 > 8 <1 - 5,1 < 1 5,0 < 1 > 6 < 1
4,8 1,9 > 8 1,4 4,2 < 1 31 < 1 51 < 1
4,2 32 | > 8 3,2 34 | < 1 36 | < 1 45 2,9
7 5,3 3,5 > 8 2,8 4,4 < 1 2,9 < 1 50| <1
4,5 < 1 > 8 <1 4,5 < 1 2,9 < 1 53| < 1
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Fig. 1 — Distribuicdo da mortalidade cumu-
lativa com doses crescentes de E. coli injetada
por via venosa (3,0x10%, 2,0x10¢ e 5,0x10°%)
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DISCUSSAO

Neste estudo ficou bem evidente a maior
suscetibilidade de camundongos esquistosso-
méticos 3 infeccdo por E. coli. E interes-
sante observar que com éste modélo experi-
mental éste fato foi mais nitido do que quan-
do uma racga de S. typhimurium foi utilizada
como agente infetante. Com doses de 2,0x10*
- E. coli, houve, consistentemente, maior mul-
tiplicag@o no figado e bago de camundongos
esquistossomoticos, com diferencas para os
conirdles de até 10.000 vézes. A infecgdo,
entretanto, ainda podia ser controlada pelos
animais, desde que a tendéncia,.com o pas-

sar dos dias, foi para uma diminuigdo do
namero de E. coli no figado e bago, e desa-
parecimento da bacteremia (Tabela I1). Alids,
em apenas 3 de 15 animais esquistossomé-
ticos (e em nenhum dos do grupo contrdle)
houve elevada bacteremia com esta dose.
Quando a dose de E. coli foi aumentada
(5,0x10°), todos os animais esquistossomd-
ticos evidenciaram elevada bacteremia, em
flagrante diferenca com o grupo contrdle que
conseguiu manter limpa a corrente circula-
téria desde o primeiro dia da injecdo bacte-
riana. Aqui, mais uma vez, ficou evidente
a inter-relacio entre a multiplicagio de bac-
térias no figado e bago e a ocorréncia de
bacteremia. Em geral quando um animal
evidenciava bacteremia dias apds a inocu-
lacAo inicial, o nfimero de bactérias neste
6rgdo estava muito elevado (mais de 10° por
g de tecido).

A ocorréncia de multiplicagdo bacteriana
semelhante no figado e bago de camundongos
esquistossométicos, € muito superior ao gru-
po contrdle, quando as doses de E. coli ino-
culadas foram de 2,0x10% sugere a exis-
téncia de defeito no sistema reticulo-histio-
citirio nos animais esquistossométicos. A
semelhanca de que se verificou com S. #yphi-
murium, éste defeito ndo pareceu ser da fun-
cdo fagocitiria, mas, provavelmente da ca-
pacidade de destruir as bactérias captadas.
Esta dissociacio de fungbes do sistema reti-
culo-histiocitario nio é fato surpreendente, ja
tendo sido sugerida por vérias observacbes
experimentais % % 9,

Enquanto o comportamento do figado e
bago vinha sendo comparavel com doses de
3.0x10% e 2,0x10* de E. coli, houve notoria
diferenga quando o inéculo bacteriano se ele-
vou para 5,0x10 . Nenhum abscesso hepético
foi notado com a dose de 2,0x10 %, apesar de
haver multiplicacdo de E. coli no figado dos
animais, e éste achado foi {reqiiente com a ino-
culacio de 5,0x10°. Nestes casos a mulii-
plicacdo bacteriana foi muito maior no fi-
gado do que no bago, fato bem diverso do
que se verificou com S. ¢yphimurium, re-
fletindo, mais provavelmente, diferencgas das
espécies bacterianas utilizadas. O encontro
de miiltiplos abscessos apés doses elevadas
de E. coli (5,0x10°) sugeriu a existéncia de
fatéres locais no figado que permitissem esta
intensa proliferacio bacteriana, estabelecendo
uma- nitida diferenga em relagdo ao bago.
As bactérias podiam estar se multiplicando
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em 4reas lesadas pelos ovos ou pelos vermes;
ou, entdo, em canaliculos biliares parcial-
mente construidos pelos granulomas e pela
lesdo inflamatéria intra-hepatica observada
na doenga. O aspecto histologico sugere esta
altima hipétese como a mais provavel, E in-
teressante ressaltar que as bactérias do gé-
nero coliforme, especialmente . coli, sdo as
mais freqlientes causadoras de colangites ?,
e estudos experimentais mostram a tendéncia
& multiplicacdo intra-hepética de bactérias
desta espécie quando se promove obstrugio
da drenagem de bile. Esta observagio de que,
também com E. coli, o hospedeiro infetado
pelo S. mansoni se apresentou com menor
resisténcia a infecgio sugere que o problema
ndo é especifico para Salmonellas e reflete,
provavelmente, uma alteragic mais geral dos
mecanismos de defesa. Este fato deve ser
verificado e comprovado em outras investi-
gaches experimentais e clinicas.

SUMMARY

Characteristics of E. coli infection in mice
infected with S. mansoni

Adult albino mice previously infected
with approximalely 150 cercaria of S. man-
soni and a group of normal conirol animals
were inoculated by the intravenous route
with E. coli in doses of 3.0x10%, 2.0x10* and
5.0x10°% bacteria. All animals with Schis-
tosomiasis had been exposed to the cercaria
of S. mansont 40 to 50 days before the bac-
terial inoculation and were shown to have
eggs of S. mansoni on direct stool exami-
nation,

To evaluate the tissue distribution of the
injected bacteria, groups of 6 animals (3
schistosomotic and 3 controls) were sacri-
ficed at different intervals after the inocu-
lation (1, 3, 5 and 7 days) and quantitative
cultures of liver, spleen, left kidney, lungs
and blood were performed.

After inoculation with 2.0x10* and 5.0x10°
E. coli there was a greater bacterial multipli-
cation in the liver and spleen of the animals
with Schistosomiasis, especially with the hi-
gher dose. In this case, there was a strikingly
high bacteremia and liver abscesses were
frequently found, while the bacterial multi-
plication was greater in the liver than in
the spleen. The formation of liver abscesses
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was interpreted as being derived from
supurative cholangitis. The animals with
Schistosomiasis showed a higher early mor-
tality (first day) only after the inoculation
of 5.0x10° E. coli.

The basic defect of the defense mechanisms
to explain the greater susceptibility to in-
fection of the host with Schistosomiasis is not
clear and must await further studies.
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