CONSIDERACOES EM TORNO DA CULTURA DA
ENDAMEBA HISTOLITICA

JOSE DA SILVA COSTA

@écnica de Laboratério do Tnstitmto Adelfo Lutz

Entre muitos assuntos gue tém servido de tema para demora-
dos e exaustivos trabalbhos dos estudiosos de parasitologia, desta-
ca-g¢ pela sua grande importdneia, a cultura da Endameba his-
tolitica, .

Degde longa data tern-se procurade vealizar culturas desse mi-
croorganismo, gque é responsivel por uma série de perfurbacdes da
satde humana. _ ,

Entre os frabalhos de valor que tém sido publicados sdbre a
culiura da Endamebe hisiolitica, merecem especial mencfo os rea-
lizados no Instituto Adolfo Lutz, pelos Drs. Augusto de E. Taunay
e Marcelo Osvaldo Alvares Corr®a e Sr. (abriel Garcia de Fi-
gueiredo.

Reconhecida a possibilidade de se cultivar in wvitro, a Enda-
meba histolitiea, nfo tem nosso trabalho outro mérito gue o de pro-
curar tornar mais pratico aguilo que j4 se vinha reslizando entre
nos.  Assim sendo, eomecimos a experimentar meios de cultura
diferentes dos que eram empregados, modificando algumas vézes,
a composicio désses meios, e outras, apenas a técnica de prepara-
cfo.  Apds uma série de pesquisas conseguimos resultados que con-
sideramos plenamente satisfatérios.

MEIOS DE CULTURA

Entre os meios por nds preparados e modificados, dois reve-
laram condicdes 6timas para o desenvolvimenio da Endamebe
histolifica. S

Desereveremos em detalhes a técnica de preparaco: fomam-se
1.000 cm3 de sangue de boi, estéril, em baldo Erlenmeyver de 2.000
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crm3, deixa.se éste sangue em repouso até a coagulacio espontéinea
e completa, retivando-se por pipetagem ou sifonagem o sdro sobre-
nadante. HBste, ird servir para a preparacio do meio de cultuyra
claro, que chamaremos “B”; o codgulo que ficou no balde, servird
para a preparacio do outro meio, escuro, que designaremos por
“A” 0 rendimento em codgulo para sangue de boi, pode ser esil-
mado em cérea de 450 gramas. :

PREPARACAO DO MEIO ESCURO “AY

O baldo contendo o eocdgulo, tendo o gargalo convenientemente
protegide com tampdo de algodfo, é aquecido em banho-maria pelo
espaco de 80 minutos; depois do aguecimento é o balio transferido
para a geladeira & femperatura de 2-4° C.. E’ conveniente repetir
esta operacdo por duas vezes com intervalog de 24 horas,

Consegue-se_assim, nfo s6 a esterilizacio do coagulo, como tam-
bém a coagulaciio, pelo calor, dos protideos nele existentes, E en-
t&o refirado o balfio da geladeira e a éle juntados cérea de 400-500
cm3 de solugho Locke estéril (pH 7,9 — 8,2).

Teita a mistura, o baldo é levado & geladeira, onde permane-'
cerd 6-10 dias, agitando-se-o suavemente duas vézes por dia,

Reeonhece-se que o meio estd em condigdes de ser usado, quando
o liguido sobrenadanie apresentar-se com wuma coloracdo vermelho-
-escutra. Por decantacdo, distribue’se-o em tubos esierilizados, na
quantidade de cérea de 4-5 emB para cada tubo. ¥fisses tubos assim
preparados, devem ger guardados em geladeira até o momento da
gemeadura. Nio esterilizar. :

PREPARACAO DO MEIO CLARO “B" °

S6ro de sangue de boi ou de eavalo ......... N 3650 emB
Solucdo de Locke .......... e R 600 cm3

Coloca-se o sbro em balio Erlenmeyer de 2.600 ¢m3, cuja aber-
tura é protegida por um tampfo de algodfo. O balfo é levado ao
hanho-maria até obler-se a coagulacho do sbéro. Uma vez obtida
esta é ele imediatamente retivado do banho. Deixa-se_resfriar e jun-
tam-gse aos poucos, 600 emB de solucdo de Locke estéril, abandonan-
do-se & mistura ao repouso, & temperatura ambiente tendo-se o
cuidado de agiti-la suairex_nente 2.3 wvezes ao dia. O liguido sobre-
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nadante (solucfio de Locke) tem, a principio, um pH igual a 7,9 —
82. Em virtude da incorperacho, por difusfo, pela solucdo de
Locke, dos principios solivels eontidos no sore ecoagulade, o pH
desta solucfio tende a baixar progressivamente, atingindo, ao cabo
de trés a quatro dias, o valor de 7,6—7.2. (%) -

Quando o pH atinge ésse valor, o Hquido sobrenadante se apre-
senta eom coloraclio amarela caracteristica. E’ de grande impor-
tancia frisar que o pH & uma das condicles essenciais para obten-
gdo de um meio capaz de gatisfazer as condicbes exigidas pela
téenica, Por decantacio, transvaga-se o liquido sobrenadante para
- balBes estéreis, os guais deverfio ser congervados em geladeira. No
momento de semeadura distribue-se o liguido déstes baldes para
tantos tubos de ensaio estéreis, quantos forem necessarios, voltando
a sobra dos baldes & geladeira.

Este meio claro B é preferivel ao meio escuro A para as cul-
turas iniciais e pars repiques sucessives, pois (ue parece ser um
tanto impediente para o desenvolvimento de Blastocistis,

Meios semelhantes foram preparados, partindo-gse de sbro de
sangue humano. Os resulfados obtidos com 8les em provas euliu.
‘rais, foram concordantes com os alcancados com o sangue de boi,
Presentemente, estamos experimentande & preparacio de meios de
culfura partindo de sangue de animais de oufrag espécies, tais como
sbro de cavalo, coetho, carneiro, ete. e podemos adiantar que og re-
sultados obtidos com é&les sdo bons, sobretudo eom o sdro de eavalo,
de obtenciio facil e em bdas condicles de assepsia.

Esperamos. poder, oportunamente, relatar estes resuyltados em
nova publicacéo.

ESTERILIZACAO

Aconselhamos nio filtrar nem esterilizar pelo.calor éste meio.
A pratica nos mostrou gue o crescimento das Endamebas é tanto
maior quanto menos sofrer o meio a aclo do ealor.

No momento de se fazer a semeadura dos cistos, distribue-se
o meio do baldo para os tubos de ensaio estéreis (16x16) na quan-
tidade de 4 a 5 em3 para cada tubo. Conforme ja foi dito o baldo
contendo ¢ melo deverd ser sempre congervado na geladeira.

{*} \Este wvalor ¢ atingido natoralmente pela pripria mistara,
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Uma vez exposto o modo de preparacdo dos meios de culmra
passaremos a fazer aigﬂmas congideracbes sbbre o processo para
a obtencdo da culturas da Endameba histolitica.

TECNICA

B’ evidente que a obtencio de culturas de Endameba histolitice
estd condicionada & semeadura partindo de material contendo cistos
desta espécie; entretanto, cuidados especiais devem ser tomados
para esse desiderato.

Esses cuidados resumem-se nas duas eondicBes seguintes: se-
paragio dos cistos das fézes e demeadura dos mesmos em meios
apropriados.

MANEIRA DE PROCEDER

Reconhecida a existéncia dos cistos nas fézes examinadas, pro-
- cede-se do seguinte modo: 5-10 gramas das fézes s&o colocadas em
pequenos recipientes de vidro {(cope Becker, caliee comum, frasce
de Borrel), no gual se juntam alguns centimetros edibicos de dgua.
Agita-se a mistura com bastio de vidro e val-se juntando adgua até
que ela perca a consisténcia pastosa, tornando possivel a centri-
fugaedio do liguido. Essa mistura fluida, de dgua e fézes, é entho
passada através de uma tela fina, para reter as particulas gros-
geiras. O ligiido que passa, é recebido em copo de vidro, distri-
buido em tubos e centrifugade. Cuidados especiais devem ser to-
mados durante a centrifugacfo. Assim, a velocidade de cenirifu-
gacdo nio deve ulirapassar a 2.000 r/m., durante cérca de 5
minutos e nunca além de 10. Separa-se o liguido sobrenadante por
decantacdo, junta-ze 4gua, agita-se bem com um bastio de vidro
o sedimento, atritando-o conira as paredes do tubo. Centrifuga-se
de novo, repetindo-se essa operacio de lavagem do sedimento tan-
tas vézes quantas sejam necessdrias para obler o Hquido zobrena-
dante mais ou menos ¢lare. A pratica ensina-nos & conhecer o
momento em que o sedimento estd convenientemente lavado; nestas
condices, temos um sedimento rico em cigtos de mistura com ou-
tros detritos, porém razodvelmente lavados. Em geral, trés lava-
geng s4o suficientes.

Segue-se entfio a suspensdo dos cistos. O método por nés em-
pregado é o de Faust, lgeiramente modificado. Ao sedimento que
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ficou no tubo, junta-se pequena quantidade de solucfio de sulfato
de zinco, de densidade 1.180 e, com um bastdo de vidro, por agi-

-

tacdo, procede-se & suspens@io dos cistos procurando-se fornar a
mistura bem homogénea. Novas quantidades de solugio de sul-
fato de zinco sfo juntadas até completar o seu volume util, agitan-
do-se o tubo enérgicamente.

Esta operaco deve ser realizada no minimo espaco de tempo,
porgue o contacto demorado dos cisfos com o sulfato de zinco pode
determinar a morte dos mesmos, apesar da sua eonhecida resistén-
cia. A seguir, centrifuga-se a suspensio dos cistos, em velocidade
de 500 r/m., pelo espaco de 60-90 segundos.

¥ importante lembrar que a velocidade néo deve ulfrapassar
BO0 r/m., poi'qué poderia ocasionar a ndo flutuacio dos cistos. Re-
tira-se o tubo, cuidadosamente do centrifugador e, com uma pipeta
aspira-se a camada superficial do Hquido, rica em cistos gue, gra-
cas & densidade da solucio, vem & superficie juntamente com pe-
qguenas cuantidades de outros defritos. A solucio de sulfate de
zinco que ficou no tubo, pode ser recuperada. (*)

»

O liguido aspirado é rétpiéa’menf;_e transgvasado em outro tubo.
Junta‘se entdo 4gua distilada, agita-se para homogeneizagio e cen-
frifuga-se por espaco de 5-6 minntos, com velocidade de 2.500 r/m,

Repete-ge esta operacio de lavagem tendo muito cuidado du-
rante a decantacdo, para gue og cistos ndo passem com s dgua. . A
lavagem dos cistos é terminada guando todo o sulfato de zinco tiver
sido retirado por diluicdo. Em geral {rés lavagens sHo suficientes.

Asggim isolado, o sedimenio composto em suz malor parte por
cistos, deve ainda sofrer o tratamento seguinte: - ac tubo con-
tendo sedimento, junta-se um pouco de solucko normal de gcido

(%) A recuperaciis do sulfaio de zineo, 34 usade no Processo de Fawst, representa um
fator ccondmico que deve ser levade em linha de conta.  Depois de ntilizada para a2 suspensio
dos cistos de Endameba histolitica das fézes a solugko é armazenada em um recipiente a2 isso
destinado. Quando o volume da solugfie de sulfate de zinco atingir vwma quantidade razodvel
entiio procede-se & sua purificagin. Esta coosiste em filtracko do Houido coutendo detritos a'i-
mentares, cistos, ovos, ete., em papel de filtro comum. Depeis de diversas filtvacSes, o lguids
se apresenta mals ou menns claro. Ao filtrado junta-se 3-8 gramas de carvio ative que ficard
em contacto com ele cérea de.2-4 horas, agitando-se de vez em quando a mistura. Filtrase o
tode wma oft mals vézes até que o filtrado forne-se completamente glaro e desodorado.

Toma-se 5 densidade do filtrado e corrigese a falta de sulfato de zingo, juntando-se pequenas
quantidades désse sal. Pode-se ainda, acertar a densidade da soluco de sulfato de zinco. evape-
rando-se a Agua. ’ .

Bste processe, apesar da sua simplicidade, permite s recuperagio de quase 1080% da solughe
de suifato de zinco cmpregada.
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cloridrico (86,5 em 1.000 de 4gud), agita-se a mistura com hastéo
e deixa-se em repouso por alguns minutos (5-10). Decorrido éste
prazo, leva-se o tube ao cenirifugador (eom velocidade de 2. 000-
2.500 r/m.) durante cérea de 5-6 minutos. Retira-se o acido clo-
ridrico por decantacio e lava-se o sedimento com agua distilada 3
a 4 vézes por centrifa;gagéd {2.000-2 500 r/m,, cérea de 5-6 mi-
nutos). ‘ '

T’ de notar que se pode obter cultura de Endameba histolitica
sem o tratamento do sedimenic pelo 4eido cloridrico. Mas, nesse
easo, as culturas apreseniam-se alfamente contaminadas., E essa
maneira de proceder é aconselhdvel para reduzir tanto quanto pos-
sivel o desenvolvimento de microorganismoes outros que nfo a En-
dameba histolitica e que acarrefariam consequentemente ymsa re-
ducfio no crescimento do parasita desejado.

Antes de semear é sempre conveniente o exame microseépico
de uma peguena porcde de sedimento, corado pelo lugol, afim de
verificar se a morfologia dos cistos nfio for alterada pelas cpera-
cGes sofridas.

SEMEADURA

O sedimento separadoe, por decantacio, da Ultima agua de la-
vagem é {ratado dor 1-2 cm3 do meio claro B, e semeado apés ser
bem misturado por aspiragbes sucessivas com pipeta.

HEssa semeadura serd feifa em 2 ou 3 tubos contendo meio,
tendo-se o cuidado de juntar s ecada um désses tubos alguns mili-
gramos de amido de arroz, préviamente esterilizado e conservado
em estufa a 37°C., para que se mantenha sempre séco.

Levam-se o3 tubos & estufa, & temperatura de 37-38°C..

Ao cabo de 20-24 horas, o exame microscépico revela a pre-
senca de 2-5 amebas em foTma vegetativa, por campo (ocular 3b,
objetiva 40, E. Leitz Wetzlar), : '

Decorridas 48 horas, constata-se cérea de 15-20 amebag por
campo microscépico, '

A experiéneia tem demonstrado que se pode aumentar a capa-
cidade de desenvolvimento da Endemeba histolitica, eﬁriquecano-se
o meio., Junta-se, para isso, a um ou dois tubos contendo meio
claro B, além do amido de arroz, um pegueno fragmento de codgule
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do sangue de boi que fol préviamente agquecido em banho-maria
(100°C.) * (Fotografia n.° 1). -

A prineipio usavamos o cobgulo sem ser tratado pelo calor,
mas os resultados ficavam prejudicados pela presenca de hemétias
que, disseminadas 1o meio, atrapalhavam o crescimento dag ame-
bas, como também a sua boa observacio. Nessas condigbes, ob-
tém-se culturas que apresentam, por campo microsebpico, 40-50
amebas, como mostram as microfotografias 1, 2 e 3,

Vimos, anteriormente, que o pH do meio de cultura é um fa-
tor primerdial para obtencio de resultados culturais satisfatérios.
Ag nossas experiéneiag mostraram gue o pH nfo influe tho sdmente
no desenvolvimento da Endomeba histolitica mas, determina tam-
bém, uma modificacio no tamanho de cada forma vegetativa de
per gi. Assim, verifieAmos que, culturas realizadas em meio ezeuro
A com pH 8,2 tiveram wum crescimento satisfatéric com relacio ao
namero de amebas, apresentando-se porém, estas, sensivelmente di-
minaidag em tamanho. Amostras dessas mesmas culturas repica-
das para novos tubos contendo o mesmo meio, porém com pH
baixado para 8,0 cresceram de maneira satisfatéria, com relacéo
a0 nimero de amebas por campo; mas o mesmo hio acontecen com
referéneia ao famanho deszas formas vegetativas, que, muito em-
bora se apresentando malores do que as anteriores, nfio tinham,

£y Na preparacio déste codgule devese obedecer 34 téonica zeguinte: recorfa-se wma fpe-
quens porgie as cedgule fresco, em  pedacinbos, numa placa de Petri e lova-se ap banho-maria
{100°C), Depois de aquecidos, oz pedacos de codgulo sBo resfrindos na geladeira e transferidos
para iubos de ensais estérels 203420, passande por esterilizaglo ac vapor corrente durante 20-30
minttcs apds o que, serfo conservades em geladeira,

Ne momente da semeadura dos cistos, junta-se ag mels clare B, um fragmento minimo déste
coigulo, juntamente com alguns miligramos de amide de arroz; &te processo, conforme & o
dissemos, serve para enriguecer os primeiros tuhos .de epltura, ndo devendo ser wsadp para o5
casos de repigue.

Para enriquecer os repigues usaremos o sére de boi ou de cavals {de oreferéneia éste filtimo),
segunde a téenica que {remos descrever: tfomam-se 20-38 cmd de sbro de cavalo em halio estéril de
500 cm3, contends pérolas de vidro, Coaguwlawse o ghro em banho-maria; assim gue 0 sdro comegar
o coagular retira-se ¢ halfs do banho e com um hastie procura-se fragmentar o sdro, agitando-se-Q
enidrpicaments para facilitar & malor {ragmentago do sérp pelas péiolas, Deixe-se vesfriar o
tode ¢ juntase 188-150 cml de solugio fisiolégica. Agita-se diversas vezes e deixa-se rvepousar
a mustura, IDdecanta-se o solute fisioldgico, repetindo-se 4-5 wvezes a mesma operagio, afim de
se ohter completa lavagem dos fragmentes do sdro coagulado, DPepois da dltima lavagem, junta-se
an sedimenio mals ou menes o dObre do volume de solugdo fisiolépica e esteriliza-se a suspensiia.
por tindalizagdo, levando, depeis, 4 geladeira.

No memento de se fazer o repique de Endamebas, ijunta-se pecuenissima porcio déstes frag-
mentos do sbre a0 meio clare B, juntamente com algpuns miligramos de amide de arrez. Desta
maneira obtém-se um extrasrdindrio crescimento de amebas, nos repigues sueessivos, gragas 4 adigie
da séro lavade.
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contudo, atingido as dimensdes normais. Com o abaixamento do
pH para T,8 verifica-se que o desenvolvimente obtido di-se de ma-
neira satisfatéria, atingindo seu tamanbho guase normal. Com pH
ignal a 7,6-7,2 em meio claro B, obtém-se finalmente, formas vege-
tativas exuberantes em qualidade e quantidade. O exame micros-
cbpico revela entfio, nio s6 a rigueza por campo, como fambém,
permite observar que as formas vegetativas apresentam-se em suas .
dimensdes normais, como se se fizesse culfura partmdo de um meio
de pH 7,6-7,2,

¥az-se a verificacdo das amebas semeadas, colhendo-se amos-
~tras que s8o colocadas entre lAmina e laminula ¢ examinadas ao
mieroscédpio,

Nos exames microscdpicos para verificacio e contagem das
amebas por campo, cuidadog especiais devem ser tomados pars ob-
tencio de resultados concordantes, principalmente no que diz res-
peite & tomada da amostra. Descrevemos em detalhes 8sse parti-
cular. O tubo contendo a cultura é retirado da estufa, cuidadosa-
mente, e mantido em posicdo inclinada. Com uma pipeta estirada,
munida de pera de borracha, retira-se da porciio junto aos gréos
de amido, uma quantidade de sedimento suficiente para a preparacio
de uma lamina. Insistimos na necessidade de se seguir rigorosa-
‘mente essa téenica porgué a pratica tem demonstrado que é junto
‘208 graos de amido depositadog no fundo do tube, gue as ame‘ioas
se apresentam em maior nimero.

Aconselhamos também o exame periddico apds 24 e 48 horas,
‘porgué, em alguns casos, & passagem dos cistos para as formas ve-
getativas, da-se ac cabo désse tempo; casos hid em gque, decorridas
48 horas, nio se encontram ainda no tobho de cultura amebas em
formas vegetativas. ZRsse fato nioc quer dizer que o desenvolvi-
‘mento nioc venha a dar-se, mas mostra que hi apenas um retarda-
mento na transformacio dos cistos, podendo-se atribuir isso a um
Brro de téeniea ou gqualguer outro fator ainda desconhecido.

Nosgsa experiéneia e obsgervaciio conduz-nog a admitir que o
tempo de desenvolvimento dos cistos em formas vegetativas & de-
pendente do ndmero de nidcleos existentes nos cistos. Assim, se
semearmos cistos ou formas pré-cisticas predominantemente mo-
nonucleadas, as culturas desenvolvem-se em geral no espaco de
18-24 horas; se partirmos de amostras cujos cistos predominantes
sejam binucleados, veremos que o crescimento se di depois de 24
‘horas.
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De um modo geral, podemos, pois, adiantar que, quanio malior
for o nimero de nidcleos existentes nog cistos, maig vagarosa é a
passagem da forma de registéncia & forma vegetativa e dai o maior
tempo para se obter culturas ricas partindo-se de material conten-
do, predominaniemente, cisgtos com quatro ntcleos. -

(O material que serviu para o exame em lamina, poderd servir
de elemento de repique, uma vez que seja rico em formas vegetati-
vas. DPara isso basta que, por meio de wma pinca, retire.se a la-
minula, fazendo-se escorrer sbébre ela cérea de 0,5 em3 do meio
elaro B, deixando-se cair o liquido de lavagem sdbre a outra parte
do material gue ficou na ldmina. O fodo ¢ entdo levado a ump
outro tubo de meio de cultura ao qual se juntam alguns miligramos
de amido de arroz. Ao cabo de 48 horas temos outrg tubo de
cultura. ' ’

REPIQUE DA CULTURA DE ENDAMEBA HISTOLITICA

Quando procurdmos realizar culturas de Endameba histolitica,
tinhamos em mira 2 obtencio de meios ricos désses parasitas, vi-
sando o emprégo pratico das suas multiplas aplicacBes,

Ag eulturas pelos métodos usuals sfo geralmente pobres de
amebas (12-20 amebas per campo), porisse que, ao seu lado, hi
uma enorme proliferacio de bactérias que muito lhe prejudicam o
crescimento. K, sabe-se que, como nico melo de purificacio des.
sag culturas, usam-se apenas os repiques sucessivos. E’ nos repi-
gues, entretanto, que residem as maiores possibilidades de 8xifo nas
culturas de Endameba histolitica ¢ porisso chamamos a atencio para
os detalhes que exporemos a seguir,

Acontece que, nem sempre a primeira semeadura de cistos de
Endameba histolitice, isolados diretamente das fézes, atinge o de-
senvolvimento desejado. Desenvolvimento aprecigvel, porém, po-
deremos obter nas sub-culturas, se seguirmos a itécnica abaixo in-
dicada. '

A cultura obtida como anteriormente descrevemos deve ger exa-

minada cada 48 horas. O primeiro repique sera feito sempre de-
poig de 48 horas,

Um outro fato que se deve levar em consideragéo na obhtencio
de bons repiques de ameba é o referente & presenca de Blastocistis,
cuja maior capacidade reprodutiva, como ja o demonstraram variod
pesquizadores, inibe o desenvolvimento daquele protozoario. As-
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gim, se durante og primeiros repiques, os Blastocistis estiverem
comprometendo o bom desenvolvimento das amebas, a cultura de-
verd ser forcosamente despresada, :

As vezes acontece de se ter poucos Blastocistiz na eultura, po-
dendo &les desaparecer com os. repigues sucessivos; dai a vanta-
gem de se tentar um ou dois repigques para ver si os Blastomstls
continuam ou ndo a sua proliferacdo.

Uma vez conseguida uma cultura livre ou quasi livee de Blas-
toeistis, estamos em condicdes de praticar o primeiro repigue. Doig
sdo os caminhos a seguir para éste repique:

1.% . Fazé-lo depois de 48 horas, utilizando-se para isso do
sedimento do tubo de eultura, que serd transferide para novos tubos
contendo meio claro B e ao qual se juntou alguns miligramos de
amido de arroz.

2.6 —— Fazé-lo lavando-se primeiro ¢ sedimento em sbro fisio-
logico, para depois entéio transferi-lo a novos tubos de cultura com
meio claro B, aos quais se juntam alguns miligramos de amido de
arrcz e, também, uma parcela minima da suspensfc do séro coagnu-
lado de cavalo, de cuja preparacio falamos. o

O sedimento de cada tubo de cultura pode ser repicado para
5 outros tubos novos.

A técnica déste segundo processo é a seguinte:; depois ds 48
horas retira-se do fundo dos tubos das culturas iniciais, por meio
de pipeta, todo o sedimento que serd fransferido para tubos de cen-
trifuga. Ao sedimento juntamos solucfo fisicldgica até completar
o volume Gtil do tubo. Por meio da mesma pipeta, mistura-se
solucio fisiolégica e sedimento, o que se poderd também fazer com
pequeno bastio de vidro. Centrifuga-se com velocidade de 500-600
r/m. durante 3-4 minutos. Isia operacio deve ser feita mais ou
menos rapidamente e s0mente uma dniea vez. Ao sedimento rico
em amebas, junta-se entfio pequena porcio do meio elaro B; depois
de bem homogeneisado o material, é éle digtribuide em tubos de cul- -
tufa, contendo sempre o meio claro B, juntamente com alguns mi-
ligramos de amidc de arrvoz ¢ 1-2 gotas da suspensio de sorc de
cavalo em solucdo fisiolégica. Os tubos s@o levades & estufa a
B7C-88°C.. .

Depois de 48 horas processa-se nove repique, fendo-se o cuida-
do de nao lavar mais o sedimento em selucdo fisiologica.

O nfimero de amebas vai entfo aumentando gradativamente
de um repigue para outro. Notédvel é porém, o desenvolvimento

-
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das amebas do segundo até o quinte repique. Quando, portanto,
se pretender grande quantidade de Endameba histolitica em cul-
tura, deve-se fazer o segundo, terceiro e quarto repiques, ndo para
poucos tubos de cultura, mas para mauitos, gtilizando-se sempre o
meio claro B, com alguns miligramos de amido de arroz e quando
necessario, 1-2 gotas da suspensio de séro de cavalo para ¢ enryi-
guecimento dos repigues.

Procedendo dessa forma obtivemos culturas cujos campos i
crosebpicos revelaram a existéncia até de 140 unidades {ocular 3b,
objetiva 40, idem).

Durante nossos estudos em enlturas que apresentavam 30-40
elementos por campo, o Dr. Marcelo O. Alvares Corréa, competente
g laborioso biologista déste Instituto, logrou contar céreaz de
1.500.000 amebas em média, por centimetro etibico de cultura. Esta
cifra ultrapassa de muito os resultados até entéio obtidos nos ouiros
laboratérios que estudam o assunto. :

Dai para cé, temos conseguido ainda culturas muito mais ri-
¢as cujas contagens, porém, nio fizemos.

0O faio de se conseguir culturas ricas e em relativa pureza,
gracas a téenica de repique acima descrita, permitiu-nos a obtemao
de Endameba histolitica em estado séeo.

SECAGEM DA ENDAMEBA HISTOLITICA;
PREPARAGAO DO ANTIGENO

Depois de lavado duas vezes com agua distilada (por centrifu-
gacio) ¢ sedimenio da cultura é espalhado nas paredes do tubo e
pdsto no secador a vdcuo. 30-40 horas, em geral, sio suficientes
para a secagem. Depois de séco é o zedimento triturado e conser-
vado em fubo fechado a ldmpada.

Nessas condigbes femos a Ameba histolitica sob a forma de
um pé branco-amarelado, contendo alguns defritos mierobianos ao
lado de fragmentos de grios de amido. (Fotografia nt 2.

' bvio que, quando se pretende reduzir as culturas a po, deve-
se colocar nos tubos do Gliimo repique apenas o minimo possivel
de amido de arroz, devendo-se ter o cuidado de ndo coiomr fragmen-
tos de séro lavado.

Dessa forma, obtém-se um pé com o mdximo de puresa em
amebas.
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- A partir désse pé eonseguimeos antigeno alcodlico ineolor e ino-
dore que, experimentado nas reacfes de fixacho do complemento
para amebiase, deu étimog resultados,

Continuamos estudando a atividade do antigeno em funcio do
pése da subsidncia géea, por unidade de volume de Aleool absoluto
empiregado, e do maior ou menor tempo para a sua preparacio.

O método habitual de obtenc¢io do antigeno para as reacdes de
fixagio de complemento é o deserite por Craig, que se resume no
seguinte: lava-se uma vez em soluto fisiclégico e por centrifugacio
a 2.500-3.000 r/m. durante 8-10 minutos o sedimento econtendo
amebas. Junta-gse depois, a ésse sedimento, idleool absolute na pro-
porcdo de 1 de sedimento para 7.5 velumes, de 4lcool absoluto, con-
forme preconisa Craig. Coloca-se o todo em frasco estéril contendo
pérolas de vidro para facilifar a fragmentaciio dos trofozoitos.

Este extrato alcodlico de amebas deverd permanecer quinze dias
na estufa a 37°C., tendo-ge o cuidado de agitd-lo 2-3 vezes por dia.
Filtra-se em papel de filtro, obtendo-se finalmente o antigena. -

CONCLUSGOES

Pelo exposto & licito concluir:

1.9 — que & possivel a obtengfio de cultura de Endameba his-
tolitica em meio preparado a partir dos soros de boi, cavalo, car-
neire ou de coelho;

290 — quega adicio a 8sses meios, de uma pequena parcela de
codgulo de sangue de bol, previamente aquecido, enriquece grande-
mente as prime-culturas, o mesmo acontecendo com o0s repiques,
quando ao meio se adiciona fragmentos de sdro coagulado de cavalo,
suspensos em soro fisiolégico;

3.9 w. que 08 meios de cultura por nés preparados e alguns
apenas modificados, prestam-se ndo s6 as culturas iniciais de En-
dameba histolitica, partindo de cistos isclados de fezes, como tam-
bém ao repique das formas vegetativas ja desenvolvidas;

4.° — que pelos repigues sucessivos obtém-se culturas de En-
dameba histolitica razoavelmente puras e com um nimero tal de
unidades vegetativas que poderid atingir numa gota de material, a
cifra de 140 por campo microscédpico {obj. 40, oc. 3b);



108 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

5.2 — qgue dada a sua faecilidade, este método cultural apre-

senta-se vantajoso sempre que houver dividas referentes 3 identi-
ficacfo direta dos eistos de Amebas;

6.% ~ que é possivel obter-se de culturas ricas, a Endameba
histolitica em estado séco;

7.0 — que este pdé de Endameba histolitica presta-se & prepa-
racio de um antigeno para reacdes de fixaciio do complemento,
mais purd e ativo e sem o cheiro repugnante caracteristico das
preparactes semelhantes até entfio conhecidas,
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