. X1 X LN I
2010

TESTANDO MEIOS DE CULTURA PARA O ISOLAMENTO DE LEPTOSPIRAS

FERRO, Ariana Gayer'; SEIXAS NETO, Amilton Clair Pinto’; DINIZ, Juliana
Alcoforado®; GALEANO, Valeria Rocha’; FELIX, Samuel Rodrigues®:;
'Faculdade de Veterinaria — UFPel; Centro de Biotecnologia — UFPel

SILVA, Everton Fagonde’?
'Faculdade de Veterinaria — UFPel; Centro de Biotecnologia — UFPel

1 INTRODUGCAO

O isolamento de leptospiras a partir de amostras clinicas e de tecidos é
crucial para o diagnéstico definitivo da infeccdo em humanos e animais, além do
propésito epidemiolégico (WHO, 2003). Este procedimento é de particular
significancia em situacdes onde o diagnostico da enfermidade € inadequado ou
duvidoso, como nos casos de aborto (Ellis et al., 1982). Para isso, os meios de
cultura mais comumente utilizados para o isolamento de leptospiras sdo o0s
liguidos e os semi-sdlidos, baseados em formulacdes contendo suplementos a
base de albumina e soro de coelho (Faine et al., 1999).

As leptospiras patogénicas sao bactérias fastidiosas que necessitam de
requerimentos adicionais para 0 seu crescimento “in vitro” (Faine et al., 1999).
Como fonte priméria de carbono e de energia, elas utilizam preferencialmente
acidos graxos saturados de cadeia longa na beta-oxidacédo (Baseman et al.,1972).
Entretanto, estes componentes representam um importante fator limitante para o
crescimento das leptospiras, devido a sua toxicidade quando utilizados em
elevados niveis. Esta toxicidade frequentemente € revertida através da adicdo de
albumina e outros componentes como os detergentes (por exemplo, Tween80)
(Faine et al., 1999).

Neste contexto, o propdsito do presente estudo foi o de testar meios de
cultura liquidos com quatro tipos de suplementos, visando o crescimento “in vitro”
de trés leptospiras virulentas isoladas no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

As cepas de Leptospira borgpetersenii sorogrupo Ballum cepa 4E
(Silva et al., 2010), L. interrogans sorogrupo Canicola cepa Kito (Silva et al., 2008)
e L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae cepa Fiocruz L1-130 (Ko et al.,
1999), todas com baixa passagem “in vitro” (menos do que 7 vezes), foram
cultivadas a 30°C em meio liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) (Difco-EUA), o qual foi adicionado com 10% de suplemento comercial
(Difco-EUA), durante o periodo de 7 dias, conforme a recomendacdo de WHO
(2003). Previamente, as trés cepas foram testadas quanto a sua viruléncia em
modelo animal suscetivel (Mesocricetus auratus).

Para os experimentos, as trés cepas que cresceram nas condicdes
acima foram repicadas em 4 preparacdes diferentes, mantendo-se as demais
condicbes de cultivo conforme € recomendado (WHO, 2003). Todos 0s meios
liguidos foram preparados com o meio EMJH base, suplementados com: - (a)
Difco; - (b) soro de coelho; - (c) soro de coelho + Tween80; e - (d) Difco +
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Tween80. Durante o experimento, todas as culturas foram contadas em
microscopia de campo escuro usando uma camara de contagem Petroff-Hausser
(Faine et al., 1999), nos intervalos de dias referidos como 3-5 dias, 7 dias e 10-14
dias. As diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas através do
Teste de T-Student, sendo considerados estatisticamente diferentes aqueles
grupos onde os valores de p foram menores do que 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os primeiros meios de cultura para o isolamento de leptospiras foram
primeiramente desenvolvidos por Inada e seus colaboradores (1916), os quais
descreveram a utilizacdo de meio de cultura base, suplementado com 0Orgaos
macerados de animais de laboratério. Desde entéo, alguns meios de cultura ja
foram desenvolvidos e entre eles esta o meio EMJH base, que é amplamente
utilizado com a adi¢éo de suplementos comerciais ou oriundos de soros animais.

Com o passar dos anos, o0 sequenciamento do genoma de leptospiras e a
utiizacdo de ferramentas de biologia molecular, permitiram evidenciar que
algumas modificacdes relacionadas ao cultivo tradicional das leptospiras e para o
isolamento primario a partir de amostras clinicas deveriam ser adotados
(Nascimento et al., 2004). Bactérias fastidiosas requerem suplementos
diferenciados para o seu crescimento, diferentemente de outras, como as
pertencentes aos sorogrupos lIcterohaemorrhagiae e Canicola, as quais sao
isoladas com uma maior facilidade (Faine et al., 1999).

Em nosso estudo, testamos 4 combinacbes de suplementos que foram
adicionados ao meio base EMJH, utilizando-se para isso, trés cepas virulentas
isoladas no Brasil. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os
suplementos e entre os intervalos de tempo. Entretanto, nas Figuras 1, 2 e 3
observa-se que o suplemento comercial Difco apresentou a melhor performance,
com o crescimento variando entre 1,5 e 2x10°.ml™, aproximadamente, quando
comparado aos demais suplementos.
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Figura 1. Curva de crescimento da cepa Fiocruz L1-130 de acordo com os 4
diferentes meios de cultura.
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Por outro lado, a adigdo de Tween, diferentemente do que é relatado na
literatura, demonstrou um efeito inibidor ao crescimento das trés cepas, mesmo
guando utilizado com Difco e soro de coelho. Embora o desempenho dos grupos
com o soro de coelho tenha evidenciado um crescimento menor do que 0S grupos
Difco, para todas as cepas, este se revela como uma alternativa do ponto de vista
financeiro, ja que o suplemento Difco possui um custo elevado.
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Figura 2. Curva de crescimento da cepa 4E de acordo com os 4 diferentes meios
de cultura.
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Figura 3. Curva de crescimento da cepa Kito de acordo com os 4 diferentes meios
de cultura.

4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o suplemento Difco deve
ser utilizado para o isolamento de leptospiras. Além disso, o soro de coelho € uma
boa alternativa custo-beneficio para este proposito. Outras formulagBes estao
sendo testadas para o cultivo de leptospiras.
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