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CINETICA DA BACTERIEMIA EXPERIMENTAL NA MEDIDA DA
RESISTENCIA

Helvécio BraNDAG (1)

RESUMO

Considerando que: a medida da resisténcia pelos testes quantais é pouco in-
formativa, em virtude de serem. medidos os efeitos extremos, como a morte e a
sobrevwenma, que ‘cada microrganismo invadindo um hospedeiro tem uma opor-
tunidade de- multiplicagio seguida por.uma sequencla de fendmenos que resultam
na morte déste; que a mortalidade depende do niimero total de microrganismos
e que a morte ocorre quando um limiar critico é alcangado para cada combinagéo
germe-hospedeiro; a seguinte hipétese foi formulada: “o nlmero de germes cir-
culantes num determinado tempo é funcio inversa da resisténcia”

A proporg¢io esperada de sobreviventes foi calculada usando o primeiro tdrmo
da série de Poisson.

A hipétese ndo pdde ser rejeitada em virtude das diferencas entre os valores
esperados e observados ndo serem significantes ao nivel de 0,05.
Relagdes lineares inversas foram encontradas entre os logs das médias das

bacteriemias e as correspondentes percentagens de sobrevivéncia numa combinagio
germe-hospedeiro. Projetando éstes valores respectivamente como X e Y, obtém-se
uma curva reciproca do tipo da hipérbole. "Apesar dos pontos serem poucos, a
tendéncia reciproca foi nitidamente comprovada.

1
Utilizando a férmula ¥ = 1000. 5 obteremos uma escala de valores ar-
e

bitrérios, que lraduziriam, por convencdo, diversos graus de resisténcia induzidos
por dlferentes vacinas dentro de um critério relativo num mesmo conjunto expe-
rimental para determinacdes de poténcias.

INTRODUCAO

Nos processos de estandardizagdo de va-
cinas, a medida da resisténcia ou da imuni-
dade tem uma importincia fundamental.

Os bioensaios usados na avaliagio de po-
téncias de vacinas do tipo Wright consistem
em provas de protecdo ativa com respostas
quantais. Os resultados déstes testes nfo sdo
geralmente satisfatérios devido ao niimero
proibitivo de animais que seriam necessarios
para a sua realizacdo, dentro dos limites de
érro aceitaveis, e ao fato de ndo sabermos
se a imunidade induzida no animal pela va-

cina e a infecglo produzida para revelar éste
estado, seriam suficientemente representati-
vas da infec¢fio natural do homem, com um
tipo de imunidade adequada para protegé-lo
(MiLgs ),

A sua sensibilidade é limitada em virtude
dos efeitos quantais medidos em face da
dose-teste, a morte e a sobrevivéncia, serem
fendmenos situados em extremos opostos.

Por estas -razbes, muitas vacinas bacteria-
nas ndo podem ser bem especificadas, sendo
caracterizadas pelo niimero de bactérias por

(1) Assistente-Docente do Departamento de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medi-
cina de Ribeirdo Préto da Univ. de S&o Paulo (Catedratico: Dr. José Oliveira de Almeida),.




BRANDAO, H. — Cinética da bacteriemia experimental na medida

trop. Sdo Paulo 4:152-158, 1962.

da resisténcia. Rev. Inst. Med.

unidade de volume e pela estirpe bacteriana
usada no seu preparo.

A possibilidade de uma medida quantita-
tiva do grau de protecdo conferido seria al-
tamente desejavel, assim como o uso duma
prova que independa da suscetibilidade ani-
mal.

Considerando a dindmica do processo in-
feccioso por certos germes dotados de capa-
cidade invasiva, em animais nio suscetiveis,
verifica-se que a bacteriemia representa uma
fase de fundamental importincia na evolugéo
ou na involugio do processo.

De acdérdo com a resisténeia animal, ha-
vera uma invasdo crescente seguida da mor-
te ou uma contengdo da onda microbiana
que resultard na sobrevivéncia, usando uma
figuragdo simplificada para fendmenos alta-
mente complexos.

Quando microrganismos dotados de poder
invasor sdo inoculados num animal, cada
germe tem uma oportunidade de multipli-
cagdo que pode causar a morte do hospedei-
ro, a mortalidade dependendo do namero
total de germes infectantes, ou melhor, a
propor¢do de mortos para qualquer diluigdo
da suspensdo microbiana é a proporcio do
inéculo que contém um ou mais 0rganismos
do tipo capaz de crescimento no hospedeiro.

Com efeito, relacdes lineares entre a dose
ou a concentragdo de microrganismos e a pro-
porgdo de sobreviventes foram estabelecidas,
de acoérdo com a hipétese formulada por
DRUETT ?, sébre a invasio bacteriana. EKs-
tas relagGes foram confirmadas por Pero 5,
que apresenta uma equagdo para curvas de
dosagem-resposta ¢ por Remp & MacLEop 6.

Considerando que cada germe inoculado
num animal tem uma oportunidade A de de-
senvolvimento que lhe permite proliferar e
causar a morte do hospedeiro, que a morta-
lidade num grupo de animais depende do
namero total de germes infectantes e que a
morte se processa quando existe um limiar
critico para cada associagiio germe-hospe-
deiro, podemos formular a hipétese: “que
o nimero de germes circulantes num deter-
minado tempo é funcdo inversa da resistén-
cia?.. Como a determinagio da resisténcia
se faz computando-se a sobrevivéncia, para

provar a hipétese, teremos que estabelecer
as relagGes entre a bactériemia e a sobre-
vivéncia. ’

FINALIDADE DO TRABALHO

Realmente o propésito déste trabalho, &
o estudo das relagbes da bacteriemia indu-
zida experimentalmente em  animais com a
sua sobrevivéncia e a introducio do uso da
bacteriemia como medida da resisténcia, ums
vez provada a hipétese apresentada.

. RELACOES ENTRE A BACTERIEMIA EXPERI-

MENTAL E A SOBREVIVENCIA DOS ANIMAIS

Para a verificagio das relagbes entre o
numero de germes circulantes e a sobrevi-
véncia em animais inoculados com uma tni-
ca dose, porém constituindo grupos de resis-
téncias diferentes, se encontrarmos b,, b,
«+....by, germes circulantes apés um tempo
determinado, sendo os animais homogéneos
em todos os sentidos, exceto nos estados de
resisténcia, teremos sy, $s, ......S;, NOMEro
de sobreviventes.

Considerando a agio independente dos
germes, a homogeneidade dos animais e a
minima probabilidade de um germe matar
o hospedeiro, a ‘proporgio esperada de so-
breviventes S, sera de acérdo com o pri-
meiro térmo da série de Poisson:

S=(1—-1)t o ¢
que também pode ser expressa como:
LnS=—bx

A estimativa do pardmetro A pode ser ob-
tida graficamente, sendo’ dada pela inclina-
¢a0 negativa da linha de regressdo, bacterie-
mia-propor¢do de sobreviventes em projecao
log-log.

PLANO DE INVESTIGACOES

Para provar a hipétese formulada, a se-
guinte experiéncia foi planejada: de um gru-
po homogéneo de camundongos, da mesma
raga, péso (18-20 g), machos, 3 grupos fo-
ram separados ao acaso em nimero de 20
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cada e denominados, respectivamente, A, B
e C. O grupo A ficou como conirdle, o
grupo B recebeu 3 doses de uma vacina di-
luida a 1:100 e o grupo C 3 doses da mes-
ma diluida a 1:10. Apés 7 dias todos fo-
ram inoculados com uma dose-teste do mes-
mo germe, endovenosamente, proveniente de
uma -mesma suspensdo. Apds um periodo
entre 1 e 2 horas, todos foram sangrados e
diluicbes adequadas do sangué foram semea-
das em placas de Petri, para contagens.

0,1, graduada em 0,001, retirava-se a quan-
tidade necessdria para a dilui¢do inicial de
1:10. As placas eram incubadas durante
48 horas e as colénias contadas em contador
tipo A. O. Spencer.

RESULTADOS

Os resultados obtidos sio expressos no

Quadro I.

QUADRO I
Girupo Dose (10>g> Animais (ne) Sobrevivéncia Prop.(l.:))brev. ﬁg;teﬁ::ﬁ:«)
7 20 % 0,05 —3,0 4,0 £ 04
3,7 20 ; 0,30 —1,2 1,2 + 0,2
9,7 20 1 0,80 —0,2 0,3 = 01

MATERIAL E METODOS

Camundongos da raca Swiss (18-20 g),
machos.

Estirpe bacteriana: E. coli 055.

Contagem de bactérias pelo método con-
vencional em placas, meio de MacConkey
(Difco). O nimero de bactérias calculado
na base do nimero de coldnias.

Vacina: cultura de 7 dias em caldo nu-
triente, acrescida de germes cultivados em
dgar durante 18 horas para obtencio da
concentracio desejada de 10° germes por ml.
Tratada pelo formol a 0,1% durante 48
horas. ‘

Imunizaciio: por via peritoneal, 0,5 ml
por dose.

Inoculagio de prova: cultura de 6 horas,
concentragio de 5X 10° por ml, inoculada
nas veias da cauda.

Sangrias: feitas por pungdo cardiaca.
Quando ndo era possivel atingir o coragéo,
o térax era aberto e a sangria feita direta-
mente. O sangue colhido em seringa este-
rilizada em salina era colocado em tubinhos
com citrato cristalizado nas paredes por eva-
poracio. Com uma pipeta de precisdo de
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As diferencas das médias das bacteriemias
entre os grupos A e B e A e C, foram signi-
ficantes ao nivel de 0,05. :

Para a determinacfo do pardmetro A, o
grafico (Fig. 1) nos mostra a inclinagio da
linha de regressdo log bacteriemia-In propor-
¢do de sobreviventes, que é A = — 0.8,

BACTERIEMIA x PROPCRGAO de SOBREVIVENTES

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Log bacteriemia

Loge proporcco de sobreviventes

Fig. 1

No Quadro II podemos verificar a pro-
porcio de sobreviventes calculada através
dos valores da bacteriemia e a proporcio
observada experimentalmente.
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QUADRO 1II

Propor¢do de sobreviventes

Grupo Calculada Observada
e~ A = 004 0,05
B e\ = 038 0,30
e— M = 079 0,80

A hipétese ndo pdde ser rejeitada em vir-
tude das diferencas entre os valores calcula-
dos e os observados ndo serem significantes

ao nivel de 0,05.

Sendo S = ¢ ou S = , se proje-

By
tarmos os dados, obteremos uma curva reci-
proca do tipo da hipérbole, tendo por assin-
totas os eixos X e Y.

Se chamarmos de Y a resisténcia e subs-
tituirmos S por Y, obteremos valores arbi-
trarios relativos correspondentes aos graus
de resisténcia encontrados.

Entdo teremos:

y =1
Y
sendo
Y = resisténcia
e = base dos logaritmos naturais
'l} = bacteriemia em log comum
A = inclinagdo ou coeficiente angular da

linha de regressio log bacteriemia-
In percentagem de sobreviventes, que
€ a probabilidade de um germe ma-
tar o hospedeiro.

No gréafico (Fig. 2) podemos apreciar
através da curva reciproca as relacdes in-
versas enlre a resisténcia, traduzida pela so-
brevivéncia e a bacteriemia.

Com poucos pontos, ndo foi feito o ajus-
tamento dos mesmos a linha, mas as rela-

¢bes comprovadas, mostram nitidamente a
sua tendéncia reciproca.

BACTERIEMIA x SOBREVIVENCIA

S = e—b"

Fig. 2

Para uma concepcio teérica do conjunto,
considerando os fendmenos inversos que ocor-
rem pela indugéio de uma bacteriemia, pode-
mos figurar em cariter reciproco a bacterie-
mia, a organotropia, a sobrevivéncia e a
mortalidade.

Estes fendmenos poderdo ser representa-
dos nos dois ramos de uma hipérbole, sendo
num os valores das sobrevivéncias como ¥
e os das bacteriemias como X, no outro va-
lores negativos da organotropia como X e da
mortalidade como Y, figurando assim as 4
grandezas em seu carater reciproco (Fig. 3),
uma vez que e'.e”¥ = 1,

Para a expressio numérica dos valores
correspondentes a diferentes graus de resis-
téncia é necessirio o estabelecimento de uma
unidade de referéncia em térmos do seu efei-
to biolégico, no caso, a capacidade de redu-
¢io da bacteriemia, que seria caracteristica
de uma determinada combinacio germe-hos-
pedeiro. Ora, a experiéncia tem demonstra-
do a variabilidade destas unidades, mesmo
em circunstincias que poderiamos chamar
de estaveis em relagdo as nossas, Por ouiro
lado, em contraste com esta precariedade no
estabelecimento de medidas precisas em tér-
mos absolutos, 0 mesmo néo acontece quan:
do bases comparativas sdo usadas na deter-
minagdo de poténcias relativas (Burn, Fin-
NEY & Goopwin %),
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Curvas Reclprocas
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Fig. 3
A percentagem 50% de sobrevivéncia de . 1
p °r. / Grupo A: Y = 1000. = 40.
um grupo de animais em face de uma dose- N
-teste, exprime realmente a resisténcia dos
mesmos aquele inéculo; sendo a bacteriemia 1
relacionada linearmente com a- sobrevivén- Grupo B: ¥ = 1000" U 380.
cia, o valor da bacteriemia correspondente
aos animais contrdles, seria o valor arbitra- 1
rio de Y tomado como padrdo para cada Grupo C: Y = 1000. Y = 790.

conjunto experimental, na falta de uma va-
cina estandardizada como referéncia. No
caso da existéncia desta, a comparacdo seria
feita com o valor médio obtido dos animais
por ela protegidos.

Em virtude das relagGes obtidas, podemos
utilizar para maior espago entre os valores,

a férmula ¥ = 1000. L, para obtencdo
oMb

de valores arbitrarios, que traduziriam por

convencio, graus de resisténcia diferentes,

induzidos por diferentes vacinas, em carater

relativo dentro dum conjunto experimental.

Nossas experiéncias forneceram os seguin-
tes valores relativos:

156

O grupo C apresenta um valor numeéricoe
19 vézes maior e 0 B 9 vézes, que o grupe
contrdle.

DISCUSSAO

A idéia central déste trabalho é a intro-
ducdo da medida da bacteriemia como ava-
liagio quantitativa da resisténcia, conside-
rando os inconvenientes das medidas extre-
mas, como a morte e a sobrevivéncia. Ele
é ainda bastante limitado para generaliza-
gbes. Por razdes superiores a nossa vonta-
de ndo foi possivel a sua realizago denire
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de um planejamento mais amplo cuja ana-
lise permitisse conclusGes mais generalizadas.

RelagGes lineares entre os valores da bac-
teriemia e as percentagens de sobrevivéncia
foram encontradas para uma determinada
associagdo germe-animal experimental, num
conjunto que julgamos limitado de observa-
coes.

Fazendo uma revisdo da literatura, encon-
tramos trabalhos que focalizam a diminuigdo
de bactérias no sangue e nos érgéos, rela-

cionando o fendmeno com a resisténcia »» 2 %
4,6, 7,8, 11,12, 14, 18

N&o obstante, em nenhum déles, foi utili-
zado o fenémeno como medida de resis-
téncia.

Os resultados obtidos nos permitem admi-
tir que a contagem de germes oferece as se-
guintes vantagens: 1) em vez de medir
efeitos extremos, mede um fendémeno central
em carater quantitativo; 2) ndo depende
da suscetibilidade do animal ao agente; 3)
a importincia do fendmeno medido na evo-
lugdo do processo infeccioso & de natureza
fundamental; 4) a sua medida permite uma
escala de valores convencionais, que tradu-
ziriam os diversos graus de resisténcia.

SUMMARY

Kynetics of experimental bacteremia in
resistance measurement. .

Bioassays based on quantal responses for
the evaluation of resistance or immunity con-
ferred by vaccination are not quite inform-
ative due to the inconvenient criterion of
computing extreme effects as survival and

death.

Considering that each microorganism in-
vading a host has a chance of multiplying
followed by a sequence of events which re-
sult in death, that mortality depends on the
total number of organisms and that death
occurs when a critical level is reached for
each agent-host association, the following hy-
pothesis was formulated: “the number of
circulating organisms in a given time is an
inverse function of resistance”, for certain
agent-host combinations.

The hypothesis could not be rejected due
to the differences between the expected and
observed values were not significant at the
0.05 level, expected values calculated through
the bacteremia ones, using the first term
of Poisson series.

Not rejecting the hypothesis, we come to
the central idea of this work, which is the
consideration of the possibility of measur-
ing bacteremia as a quantitative estimation
of the degree of resistance induced by dif-
ferent vaccines,

By means of the relationship found, ar-
bitrary values are calculated which may furn-
ish a relative expression of different degrees
of protection afforded by several vaccines
within a same trial.
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