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INTRODUCAO

Existem diversos tipos de sorotipos de Salmonella, os quais estdo inclusos os agrupados como Salmonella
entérica, que sio capazes de causar doengas em humanos e sio normalmente associados aos causadores da
febre tiféide e os sorotipos Salmonella nao-tiféide, que incluem S. enteretidise e S. typhimurium, as quais sio
responsdveis por causar infec¢bes entéricas e doenga invasora (Takem et al. 2014).

Uma das principais causas de morbidade e mortalidade em criangas africanas e adultos imunocomprometidos
¢ a bacteremia causada por SN'T (Feasey et al. 2012), estudos anteriores também tem demonstrado expressiva
relagio entre maldria e bacteremia por SN'T em criangas na Africa sub-saariana (Snow et al. 2004; Roux er al.
2010).

O Plasmodium berghei ¢ transmitido pelo mosquito do género Anopheles, responsdvel por transmitir maldria
em humanos, o principal interesse nesse parasita ¢ de fazer estudos experimentais da maldria humana por ser
considerado um modelo genético similar a0 humano (Pennacchio 2003).

Contudo, estudos recentes realizados no Kenia, demonstraram que episédios agudos por Plasmodium
falciparum predispoe o desenvolvimento de bacteremia por microrganismos gram-negativos, o que
contribuiria para o desenvolvimento de maldria severa (Scott et al. 2011), diante disso, é possivel que os casos
de co-infec¢do entre maldria € STN possam ser subestimados em pacientes hospitalizados.

J4 foram documentados casos de maldria vivax severa e sepse incluindo faléncia multipla de érgios, porém
nio houve isolamento ¢ identificacio do agente causador da sepse (Tan et al. 2008; khochar et al. 2009).
Apesar dos relatos, o conhecimento em relagdo a imunopatogénse do processo de bacteremia resultante da co-
infecgao por STN e Maldria ¢ muito pouco.

Diante do que foi apresentado acima, torna-se imprescindivel o estabelecimento de modelos animais que
possibilitem a realizagio de estudos relacionados 4 patogenia da co-infeccdo maldria ¢ STN no

desenvolvimento da bacteremia, seguida por sepse grave.

MATERIAL E METODOS

As cepas bacterianas e as cepas do Plasmodium berghei foram gentilmente cedidas pela Fundacio Oswaldo
Cruz de Manaus.

Todas as cepas foram cultivadas em caldo Muller Hinton a 37 °C 12-18 horas. Em seguida, foi transferido 1
ml do cultivo bacteriano para 400 ml de caldo Muller Hinton que foi cultivado a 37 graus em rotagio de
160 rpm por 5 horas. Apés o periodo de incubagio, o material foi centrifugado a 12 rpm por 10 minutos e
em seguida ressuspendido em solugio salina em volume adequado de acordo com a quantidade de animais a
serem infectados. Cada camundongo foi infectado oralmente com 200 ul de suspensdo bacteriana (técnica de

gavagem) que correspondente a 2 x 10® UFC/mL de acordo com o protocolo previamente padronizado (Hase
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et al. 2009). O projeto foi submetido a0 Comité de Etica no Uso de Animais (23/2014) para analisar os
aspectos éticos envolvendo pesquisas com animais, visando garantir que as diretrizes preconizadas pela Lei
11.794/2008 que regulamenta e estabelece os procedimentos para uso de animais com fins cientificos. Os
camundongos utilizados sdo de linhagem BALBc de ambos os sexos com idade entre 6 e 10 semanas. Todos
os animais foram mantidos em condigdes convencionais no Biotério do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazdnia — INPA.

Os experimentos de infecgio envolvendo Maldria, foram inoculados intraperitonialmente aproximadamente
4x107 de eritrécitos infectados com Plasmodium berghei em volume de 150pL de solugio salina em
camundongos BALBc de ambos os sexos (Lokken et al. 2014). A infecgao envolvendo as cepas bacterianas foi
utilizado um indculo de aproximadamente 10® via oral por meio de gavagem. Trés grupos de animas foram
utilizados conforme a estratégia de infeccio: SNT, Plasmodium-SNT e Plasmodium, cada grupo contendo 5
animais.

A coleta de sangue foi feita via pun¢io cardiaca, sendo aplicada a coleta via plexo orbital antes da infec¢io dos
animais, dentro da capela de exaustdo. A coleta via pungio cardiaca foi utilizada apés infecgio dos animais,
administrando anteriormente sedativo (ketamina/xilasina) na proporgao indicada pelo fabricante (propor¢io
7:3). Apds os animais estarem sedados, o sangue foi coletado com auxilio de uma seringa de insulina. Apés a
coleta, o sangue foi transferido para microtubos e transportados ao laboratério de virologia onde foram
processados e armazenados até 0 momento do uso.

Foram coletados bago e linfonodo mesentérico apés 48h de infecgao por SNT ou Plasmodium-SNT para
quantificagado de bacteremia, conforme o protocolo (Hase et al. 2009). Todos os tecidos foram
homogencizados com meio de cultura DMEN, ¢ foram semeados em dilui¢do seriada em meio de cultura
Agar Muller Hinton. Apés 12 horas as unidades formadoras de colonias foram quantificadas.

Para os testes histoquimicos foram coletados placas de peyer e lAmina prépria apés 3 semanas de infeccio por
Plasmodium Berghei para pesquisar as possiveis alteracées morfoldgicas causadas pelo microrganismo
utilizado. Os tecidos foram higienizados com meio de cultura DMEN, PBS e formol a 10%. Apéds a
higienizacio os tecidos foram submetidos a técnica de clareamento ¢ impregnacdo, para posteriormente serem
confeccionados os blocos de parafina. Todos os blocos foram cortados em micrétomo a 0,7mm ¢ inseridos a

laminas de vidro para serem coradas e posteriormente analisadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizado um experimento com SNT, P. Berghei ¢ co-infeccdo Plasmodium-SNT com intuito de
padronizar e analisar todos os procedimentos. Primeiramente, foi realizada a inoculacio do P. berghei no
camundongo de linhagem BALBc e o desenvolvimento da parasitemia foi investigado com intuito de
compreender a cinética replicativa do parasita no animal. A infec¢do foi acompanhada semanalmente até
chegar entre 20-30%. A cinética foi realizada no sentido de verificar de que forma o parasita/doenga se
desenvolve no animal.

Apés a co-infecgio plasmodium-salmonela, a quantificagio das unidades formadoras de colénias foi feita
visualmente. Os resultados demonstraram que os camundongos que eram co-infectados com salmonela-
plasmodium desenvolviam processo de bacteremia seguido por septicemia por SNT em comparagio aos
camundongos apenas infectados oralmente com salmonela. Isto foi evidenciado por meio da presenca de

bactérias no sangue e 6rgaos linfoides secunddrios 48 horas apés a infec¢do nos animais co-infectados,
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enquanto que nos animais infectados apenas com salmonela, foi observado a presenga de bactérias nos érgaos
acima citados apenas 4 dias pés-infecgdo, o que evidencia a susceptibilidade a septisemia por SNT em

organismos infectados por Plasmodium.

CONCLUSAO

A quantificagao das unidades formadoras de colénias foi feita por contagem manual, evidenciando a presenga
de 1 (uma) coldnia na placa de petri contendo macerado tecidual nio diluido do bago sob co-infeccio, 3
(trés) colonias na placa de petri contendo sangue nio diluido sob co-infecgao.

Os experimentos com infec¢io unicamente por SNT obtiveram resultados negativos, pois nio houve
crescimento bacteriano. Constatando dessa forma, a suscetibilidade a bacteremia por SNT causada pela
infec¢do por P. berghei.

Até a presente data os testes de histoquimica estdo sob anilise para melhor compreensio do processo de
inflamacgao e suscetibilidade a bacteremia causada por maldria.

Porém, hi necessidade de novos experimentos, incluindo técnicas de citometria de fluxo para avaliagio de

citocinas pré-inflamatérias envolvidas no processo de infecgio para obtencio de resultados mais expressivos.
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