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Em 1893 GILBERT demonstrou a existéncia de substincias tdxicas
soluveis nas culturas de Escherichia coli.

VICENT (1925) distinguiu duas toxinas, uma neurotropica e outra
enterotropica. ACKERMANN (1910) assinalava a possibilidade de for-
macao de histamina no transcurso da putrefacdo microbiana pela des-
carboxilizacao da histidina. KoessLEr & HANKE (1922) verificaram que
a K. coli em meio acido era capaz de produzir quantidade apreciavel de
histamina a fim de neutralizar o meio. Estes trabalhos posteriormente
foram confirmados pelas experiéncias de GALE (1940-1941) que verifi-
caram a formacao de histamina pela E. coli a partir da histidina pela
descarboxilizacao deste amino-acido, observacoes estas, executadas por
melo do aparelho de WARBURG. HALPERN & WALTHERT (1945) verificaram
que o pH otimo para a formacao de histamina era de 5.

De um modo geral a formacao de substancias fisiologicamente ativas
nas culturas de E. coli mereceu a atencdo de numerosos investigadores
e em nosso melo os trabalhos de XaviEr & PacHEco (1938 e 1939) veri-
ficaram que a toxicidade das culturas de E. coli corriam inversamente
a formacao de substancias fisiologicamente ativas.

Dada a importancia que representa a formacdo de histamina por
parte dos germes intestinais como bem ficou evidenciado pelas expe-
riencias de LABORDE, PARROT, UrqQuiAa (1953) na génese das manifesta-
coes alérgicas, executamos as presentes experiéncias com amostras de
E. coll, 1soladas com a técnica de Heist-Cohen nas fezes de pacientes
portadores de manifestacoes alérgicas diversas, com a finalidade de ve-
rificarmos sl as mesmas eram ou nio dotadas de atividade fisioldgica,
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posto que KoOESSLER-HANKE restringiram esta atividade a somente al-
gumas amostras. Assim é que das 29 amostras utilizadas por eéstes
autores, somente 6 foram capazes de produzir histamina a partir da
histidina.

Nos pacientes estudados em nossas experiéncias, foram excluidos
de participacao tanto quanto possivel, outros alergenos endogenos e
exogenos a excecao da E. coli. Os pacientes em questao apresentavam
as seguintes historias clinicas sumarizadas: 564 — Sexo masculino,
branco, 31 anos de idade. Colite ha seis meses. Os ascendentes nao eram
portadores de manifestacoes alérgicas. A prova de Heist-Cohen nas fezes
fol1 positiva para o E. coli. 719 — Sexo feminino, branca, 17 anos de
idade. Urticarias ha um més. Os ascendentes nao eram portadores de
manifestacoes alérgicas. Prova de Heist-Cohen nas fezes positiva para
E. coli. 734 — Sexo feminino, branca, 69 anos de i1dade. Eczema gene-
ralizado ha um ano sujeito a remissoes. Climatério aos 54 anos. Os
ascendentes nao eram portadores de manifestacoes alérgicas. Prova
de Heist-Cohen nas fezes positiva para E. coli. 370 — Sexo masculino,
branco, 40 anos de idade. Colite com surtos de urticarias ha varios anos.
Os ascendentes nao eram portadores de manifestacoes alergicas. Prova
de Heist-Cohen nas fezes positiva para E. coli.

TECNICA

As amostras de E. coli isoladas pela tecnica de Heist-Cohen (Se-
gundo KoLMER € BOERNER 1938) das fezes dos pacientes acima referidos,
foram semeadas em um melo de seguinte composicao definida:

ABUB ... 100 cm*
KoHPO, . 0.2 grs.
Extrato de levedo Difco ................ 0.5 grs.

Os germes semeados foram incubados por 7 dias a 37°C findo os
quais procedeu-se a centrifugacao das culturas cujos sobrenadantes
posteriormente foram ensaiados soObre a preparacao de ileo de cobaio,
segundo téecnica de Cohnheim-Magnus, modificada por LoumMAaN (1912),
conforme descricao abaixo:

Cobaio macho de 340 grs. de peso, com 24 hs. de jejum, foi sacri-
ficado no momento da experiéncia. Imediatamente apés a morte do
animal a cavidade abdominal foi aberta largamente e das primeiras
porcoes do intestino delgado foi excisada uma alca com ca. de 10 cm.
de comprimento, logo imersa em liquido de Tyrode.

Um segmento de intestino de 4 cms. de comprimento era entao
suspenso em solucao de Tyrode convenientemente oxigenada e mantida
a temperatura constante (38°C), durante todo o tempo da experiéncia.
Esta preparacao servia a varios ensaios, renovando-se de cada vez apos
um intervalo de 5 minutos a solucao de Tyrode por meio de um frasco
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de reserva, no qual o Tyrode era mantido também em temperatura
constante (38°C). Em cada ensaio o sobrenadante do centrifugado de
cultura era adicionado a solucao de Tyrode na qual ja estava imersa

a preparacao. Os resultados eram registrados por meio de alavanca,
em cilindro enfumacado deslocando-se lentamente. A alavanca estava
aparelhada para inscricao lateral e ampliava as contracoes de 7 vezes.
Cada cm. da abcissa do tracado corresponde a 10 segundos.

Dada a grande concentracao de substancias fisiologicamente ativas
no meio, foi o mesmo diluido em Tyrode na proporcao de 1 cm® do
sobrenadante para 9 cm® de Tyrode, e desta diluicao de 1 cm*® de cada
uma das amostras era colocada sobre preparacao. A capacidade da
cuba em que estava imersa a preparacao era de 10 cm?.

~
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Analogamente em outra oportunidade, 10 amostras diferentes de
E. coli escolhidas ao acaso da colecao do Instituto Oswaldo Cruz e semea-
das em meio idéntico ao mencionado, e incubadas durante 7 dias a
37°C foram ensaiadas segundo a técnica acima descrita.

RESULTADOS

Todas as amostras ensaiadas de E. coli, isoladas pela técnica de
Heist-Cohen das fezes de individuos portadores de manifestacoes alér-
gicas, foram capazes de produzir contra¢cao do ileo de cobaio conforme
se pode ver na Fig. 1. O meio de cultura utilizado e que foi ensaiado
na mesma ocasiao, nao demonstrou possuir nenhuma atividade sdbre
a preparacao.

Das 10 outras amostras de E. coli escolhidas ao acaso, sOmente 3
demonstraram possuir atividade fisiologica evidéncia esta, que vem con-
firmar as experiencias de KoressLER-HANKE que em 29 amostras expe-
rimentadas encontraram somente 6 amostras dotadas de atividade fi-
siologica.
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Fig. 2 — W. A. 33 anos de idade. Branco. Sexo masculino (24-4-1952). Eczema cronico ha 6
anos, de uma das maos. Prova de Heist-Cohen nas fezes postivas para E. coli.

Fig. 3 — Aspecto tomado apos o uso de Terramicina (250 mg) cada 6 h durante 6 dias.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A importancia da formacao de histamina por parte de elementos da
flora intestinal na producao de manifestacoes alérgicas, ficou bem evi-
denciada pelas experiéncias de LABORDE e colaboradores (1953).

KoEssSLER e HANKE demonstraram que o E. coli é o principal ele-
mento da flora intestinal na producao de histamina, porém, demons-
traram tambeém que nem todas as amostras de E. coli desfrutavam déste
atributo assim € que de 29 amostras experimentadas somente 6 apre-
sentaram esta propriedade.

Os resultados acima consignados, sugere-nos muito embora o nu-
mero de casos em apréco fosse pequeno, que a reacao de Heist-Cohen
levada a efeito nas fezes foi capaz de isolar amostras de E. coli dotadas
de atividade fisiolégica, ocorréncia esta, que veio demonstrar que as
manifestacoes alérgicas apresentadas por éste grupo de pacientes, afas-
tadas outras causas possiveis, eram decorrentes de duas acoes ou sejam:
por um lado a sensibilizacao ao germe indicada pela positividade da rea-
cao de Heist-Cohen como querem HARLEY (1952), Soris-CoHEN (1936)
e URBACH (1943) e por outro lado a producao de histamina por parte
déstes mesmos germes.

De acordo com as acoes acima referidas como causadoras das ma-
nifestacoes alérgicas, podemos concluir que nos casos estudados, uma
dessensibilizacao especifica ao germe nao € suficientemente rapida para
que traga um alivio imediato aos pacientes. A nosso ver, e de acordo
com que um de nos teve oportunidade de observar, o emprégo de anti-
bioticos (Terramicina) antecedendo a dessensibilizacao especifica, tem
proporcionado alivio relativamente rapido e eficaz em outros casos se-
melhantes. Um exemplo déste tratamento pode ser visto nas Figs.
2, 3,4 e).

SUMMARY

PRESENCE OF SUBSTANCES WITH PHYSIOLOGICAL ACTIVITY IN
CULTURES OF E. COLI ISOLATED FROM STOOLS IN ALLERGIC
PATIENTS BY THE HEIST-COHEN PATHOGEN SELECTIVE METHOD

Four patients with several allergic symptoms have been studied.

Heist-Cohen pathogen selective method was positive in feces of
all these patients for E. coli. Other causes that could be responsible
for the allergic symptoms were discarded.

Samplets after seeding in a medium physiologically inactive have
been tested In guinea pig illea following Cohnheim-Magnus technique.

It was demonstrated that all samples isolated by the Heist-Cohen
technique were physiologically active. (Fig. 1).

Ten other strains of E. coli taken at random from the collection
of I.0.C. and tried according similar technique, brought evidence that
only three samples possessed such activity. This confirms the works
0of KoESSLER-HANKE (1922) .
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In order to obtain a quick relief from allergic symptoms, one of
us had employed in some others, identical cases an antibiotic (Ter-
ramycin, Chas Pfeizer) before the specific disensitization was done.
(Figs. 2, 3, 4, 5) .

Such method were choice since LABORDE, PARROT, and UrqQuiIaA (1953)
have demonstrated the importance of production of histamine, from
components of the bowel’s flora in the production of allergic symptoms.

Deixamos aqui consignado os nossos agradecimentos aos Doutores ANTONIO
AucusTOo XAVIER e OswaLpo Cruz FiLHO pelo valioso auxilio tecnico dispensado.
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