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RESUMO

A leptospirose é uma doenca bacteriana de carater zoonotico, que possui uma
ampla distribuicdo geografica onde pode acometer animais domeésticos,
silvestres e 0 homem. A soroaglutinacdo microscépica (SAM) é o método
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Organizagéo
Mundial de Saude Animal (OIE) para o diagnéstico da enfermidade. Apesar
disso, para um maior avango nos estudo epidemiolégico e em vacinologia
deve-se recorrer ao isolamento do agente. O presente estudo busca fazer uma
avaliagdo comparativa entre os diferentes protocolos e meios de cultivos
descritos, na busca de um aprimoramento da metodologia. Nove amostras de
urina humana, recém-emitidas, foram contaminadas experimentalmente com
Leptospira interrogans serovares Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae e Hardjo
nas concentragbes de 102, 10° e 108 leptospiras por mL. Tais amostras foram
submetidas a trés protocolos de selecdo com: diluicdo seriada, coquetel de
antibidticos e filtragao (0,22um). Em seguida foram inoculados em quatro meios
de cultivo: EMJH, EMJH acrescido de 5-Fluoruracil, Fletcher e EMJH Tween
40/80/LH. Os cultivos foram analisados semanalmente por até quatro meses. O
protocolo de diluicdo seriada teve 22/36 (61,1%) de amostras isoladas; ja o
protocolo de selegcdo por meio de coquetel com antibidtico obteve 10/36
(27,7%) isolados, e o protocolo de filtracdo obteve 1/36 (2,7%) isolado. O
protocolo de diluicdo seriada obteve diferencas significativas quando
correlacionado ao protocolo de selecdo por meio de coquetel de antibibtico
(p=0.0086) e ao protocolo de selecgéo por filtragado (p<0.0001). Os protocolos de
selecdo por coquetel de antibidtico e protocolo de selecdo por filtracdo
obtiveram diferencas significativas (p=0.0065). Nao houve diferencas
significativas entre os meios nos trés protocolos testados. Independentemente
do meio de cultivo a ser utilizado no isolamento de leptospiras, deve-se
priorizar o tipo de protocolo a ser empregado. No presente estudo o protocolo
de diluicdo seriada obteve resultados significativos, sendo recomendado para

ampliar as chances de sucesso no isolamento do agente.

Palavras-chave: Leptospira, isolamento, meios de cultivo.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a bacterial disease with zoonotic character, which has a wide
geographical distribution which can affect pets, wildlife and human. The
microscopic agglutination test (MAT) is the method recommended by the World
Health Organization (WHO) and World Organization for Animal Health (OIE) for
diagnosis of the disease. Still, for a major advance in the epidemiological study
and vaccinology, we must resort to isolation of the agent. This study seeks to
make a comparison among the various protocols and culture media described
in the search for an improvement of the methodology. Nine samples of human
urine, newly issued, were experimentally infected with Leptospira interrogans
serovars Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae and Hardjo concentrations 107,
10° and 108 leptospires per mL. These samples were subjected to selection with
three protocols: serial dilution, cocktail of antibiotics and filtration (0.22 um).
They were then inoculated in four culture media: EMJH, EMJH plus 5-
fluorouracil, and Fletcher EMJH 40/80/LH Tween. The cultures were examined
weekly for up to four months. The serial dilution protocol yielded 22/36 (61.1%)
of isolates, since the protocol selection by antibiotic cocktail got 10/36 (27.7%)
isolates, and protocol filtering got 1/36 (2.7%) alone. The serial dilution protocol
achieved significant differences when correlated to the selection protocol using
a cocktail of antibiotics (p = 0.0086) and the selection protocol by filtration (p
<0.0001). Protocols for selection of antibiotic cocktail and protocol selection by
filtration obtain significant differences (p = 0.0065). There were no significant
differences between means in the three protocols tested. Regardless of the
medium to be used for the isolation of leptospires, priority should be given the
type of selection protocol being employed. In this study, the serial dilution
protocol has achieved significant results and is recommended to increase the

chances of success in isolating the agent.

Key-words: Leptospira, isolation, culture media.
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1. INTRODUGAO

A leptospirose € uma doenca bacteriana de carater zoondético, que
possui ampla distribuicdo geografica podendo acometer animais domeésticos,
silvestres e 0 homem. Causada por uma espiroqueta do género Leptospira sp.,
€ uma doenga infecciosa que apresenta grande variabilidade de quadros
clinicos, desde uma forma branda, com sintomas semelhantes a gripe até
quadros graves que podem determinar sindrome ictericia também conhecida
como doencga de Weil.

Os animais sao reservatérios da bactéria. Nas areas urbanas os
roedores sao os principais reservatorios da doenca, destacando-se neste grupo
a ratazana (Rattus norvegicus), que adquire o papel de maior importancia como
propagador da doenga em humanos.

A leptospira penetra no organismo através da pele lesada e
mucosas integras. A transmisséo ocorre de animal para animal e de animal
para o homem. Embora ja tenha sido descrita a transmissdo homem a homem,
esta nao representa papel importante para a epidemiologia da enfermidade. O
contagio ocorre através do contato direto ou indireto com tecidos e urinas
contaminadas. E uma doenca sazonal em areas temperadas, e endémica em
paises tropicais, com maior incidéncia nos periodos quentes e chuvosos.

Humanos apresentam quadro clinico variavel, desde sintomas
brandos, até formas meningitica, encefalitica, pulmonar e icterohemorragica,
sendo as duas ultimas consideradas mais graves, com insuficiéncia renal
aguda, hepatica e hemorragias que podem determinar o ébito. A leptospirose
em animais de produg¢ao é uma importante enfermidade associada a falhas do
sistema reprodutivo tais como abortamentos, nascimento de crias fracas,
repeticdo de cio, causando uma baixa de produtividade e determinando
severas perdas econdmicas.

O diagndstico da leptospirose pode ser feito por meio de métodos
diretos, como testes moleculares e cultura (padrao-ouro) ou indiretos, como
métodos sorolégicos. A escolha da técnica depende da fase da doenca e do

objetivo do diagndstico, se ele se destina a deteccdo da fase aguda ou
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deteccdo de estado de portadores. A soroaglutinagdo microscépica (SAM) é o
método recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) para o diagnostico da
enfermidade.

Apesar de ser o diagnéstico recomendado, esta técnica apresenta
varias limitagbes tais como: a ocorréncia do reconhecimento inespecifico dos
anticorpos do hospedeiro por mais de um serovar, a necessidade de
manutencdo de uma extensa bateria de bactérias, além do risco de um
diagnostico falso negativo se tratando de um serovar ainda nao descrito ou
incomum a regido. Para se ter certeza do real serovar infectante, deve-se
utilizar a técnica de isolamento, que nos permite também a descobertas de
novos serovares, avaliacbes genéticas que sao de extrema importadncia no
desenvolvimento de novas vacinas e para estudos epidemioldgicos.

Mesmo sendo uma importante ferramenta, o isolamento é pouco
empregado como método diagnéstico. A fragilidade do agente, a contaminacgéo
das amostras primarias por outros microrganismos, os longos periodos de
incubacdo, o grande custo, a complexidade dos protocolos e a falta de
padronizacao das técnicas dispostas limitam a utilizagdo deste método.

O presente estudo buscou fazer uma avaliagdo comparativa entre os
diferentes protocolos e meios de cultivo descritos, na busca de um

aprimoramento da metodologia de isolamento de Leptospira spp.

16



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A leptospirose foi descrita no passado por varios autores como
enfermidades distintas (LEVETT, 2001).

Em 1881, Weiss descreveu uma doenga que ele denominou de
icterus catarrhalis. Logo ap6s, em 1882 Lancereaux relatou detalhadamente o
quadro clinico de oito pacientes como "ictericia grave essencial ou febre
ictérica". Neste momento, achava-se entdo que se tratava de uma doenca
infecciosa sistémica, e nitidamente definida pelos aspectos clinicos e
anatomopatdélogicos. No ano seguinte, Landouzy observou pacientes com
quadros clinicos descritos como "febre biliosa ou hepatica", associando-os ao
contato com esgotos (FAINE et al., 2000).

Em 1886, Adolf Weil publicou quatro casos clinicos de ictericia
denominada como "Doenca desconhecida infecciosa aguda, acompanhada de
tumefagcdo do baco, ictericia e nefrite". Em 1907, Stimson observou pela
primeira vez leptospiras em cortes histolégicos renais impregnados pela prata,
de um paciente com diagnéstico de febre amarela. As leptospiras formavam
agregados nos rins e individualmente apresentavam formato de ponto de
interrogacdo, sendo por isso denominada como Spirochaeta interrogans.
Posteriormente, no Japdo, onde a doenca era comumente encontrada em
minas de carvao e plantagdes de arroz, Inada e colaboradores conseguiram
reproduzir a infeccdo em cobaias e isolar o agente, denominando o
microrganismo de "Sphirochaeta icterohaemorrhagiae" (INADA et al., 1916).

Miyajima em 1915 demonstrou que ratos eram fortes candidatos a
carreadores da bactéria, e em 1939 Walch-Sorgdrager descreveu uma ampla
relacdo de serovares e seus relativos hospedeiros (FAINE et al., 2000).

Historicamente a leptospirose humana foi classificada como uma
doencga ocupacional, tendo diferentes denominacdes a depender do local. Na
China sendo denominada como “ictericia dos plantadores de arroz”, na
Australia e na Europa como “doenca dos cortadores de cana”, “doenca dos

criadores de suinos” e “doenca dos limpadores de esgoto”, no Japdo a doenca
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era conhecida como “febre outonal”. Nas décadas de 30 e 40 do século XX,
diversas formas clinicas da leptospirose em humanos foram relatadas. Nesta
mesma época evidenciou-se também a importancia da infecgdo nos animais
domeésticos para a transmissao zoonoética (LEVETT, 2001; FAINE et al., 2000).

As primeiras leptospiras patogénicas foram cultivadas por Inada et
al. (1916), em um meio de cultura que continha substrato de rim de cobaia.
Outros meios de cultura foram pesquisados, onde os mais eficientes eram
compostos de agua com ou sem a adigéo de sais, peptonas, soro de coelho ou
de cobaias. As principais informagdes que temos na atualidade sobre o cultivo
de leptospiras, tais como temperatura ideal, lenta adaptacédo apds o
isolamento, requisitos para a ligeira alcalinidade, condi¢cbées aerdbicas e soro ou
proteinas séricas, provém dos primeiros experimentos na area (FAINE et al,
2000).

No Brasil, a leptospirose foi reconhecida pela primeira vez em 1917
no Para, por McDowel. No mesmo ano, Aragao verificou a presenca de
Leptospira icterohaemorrhagiae ao estudar seis exemplares de Raftus
norvergicus da cidade do Rio de Janeiro (ARAGAO, 1917).

2. 2. Agente

2.2.1 Morfologia e Estrutura

Leptospiras sao bactérias da familia Leptospiraceae, na ordem
Spirochaetales pertencentes ao género Leptospira. Sao espiroquetas de cerca
de 0,1 um de didametro por 6-20 ym de comprimento. S&o bactérias moveis que
possuem dois flagelos periplasmaticos responsaveis por esta atividade.
Possuem uma estrutura de dupla membrana tipica, recobertas por uma
membrana externa (FAINE et al., 2000; LEVETT, 2001).

As leptospiras apresentam uma parede celular que se assemelha as
bactérias Gram-negativas, devido a constituicdo da sua dupla membrana e
presenca de lipopolissacarideos (LPS), além de possuir peptidoglicanos ligados
a sua membrana interna (VIJAYCHARI, et al.; 2008).

A superficie celular das leptospiras € composta principalmente de

lipopolissacarideos (LPS). Estes sdo os principais antigenos-alvo durante a
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resposta imune contra este microrganismo, que em sua maioria sdo anticorpos
opsonizantes, principalmente as IgG. No entanto, a imunidade mediada por
LPS é restrito aos serovares que sédo antigenicamente relacionados (LEVETT,
2001). Além dos LPS, outras moléculas vém sendo descritas com potencial
antigénico, como as proteinas integrais da membrana externas, como a porina
OmpL1, numerosas lipoproteinas ancoradas na membrana (LipL32, LipL21,
LipL41), moléculas do sistema de secrecao do tipo Il (T2SS) e secretinas
DSGP (CULLEN, et al.; 2005).

As leptospiras s&o indiferenciaveis por microscopia optica, mas seus
membros do grupo sdo distintos por suas composi¢cdes quimicas, acidos
nucleicos, nutricdo, metabolismo e hospedeiros preferenciais (FAINE et al.,
2000).

Figura 1. Foto de microscopia eletrénica de Leptospira sp.

:_. I-I-.I I-.I I-'Il : -I,“J'i,.

Universidade de Cornell-USA (01/11/07)

2.2.2 Taxonomia

Existem dois tipos de classificagdo para as leptospiras, uma
baseada na classificacdo sorolégica e a outra na classificagdo genotipica. Na
classificagdo sorolégica o género é dividido em duas espécies: L. interrogans

(engloba todas as leptospiras patogénicas), e L. biflexa (engloba cepas nao
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patogénicas). Adicionalmente, as suas espécies se subdividem em varios
serovares (JOHNSON e FAINE, 1984; LEVETT, 2001).

A diferenciacgao fisiologica entre leptospiras saproéfitas e patogénicas
se da pela capacidade das saprofitas crescerem a 13°C e na presenca de 8-
azaguanina a 225mg/L, além de formarem células esféricas na presenca de
NaCl a 1M (JOHNSON e ROGERS, 1964; JOHNSON e HARRIS, 1967; WHO,
2003).

Embora os serogrupos da classificacdo sorolégica ndo expressem
proximidade genética, eles sao importantes para estudos epidemiologicos.
Existem mais de 250 serovares agrupados em 24 sorogrupos. (LEVETT, 2001).

A classificagao sorologica vem sendo gradualmente substituida pela
genotipica, baseada em hibridizacdo DNA-DNA. Nesta classificagdo
agruparam-se as cepas conforme a sua similaridade genética. Ja foram
identificadas 14 espécies denominadas e quatro genomospécies. As cepas do
mesmo grupo tém acima de 70% de similaridade de relagdo DNA-DNA.
(YASUDA et al., 1987; PEROLAT et al., 1998; BRENNER et al., 1999; LEVETT
et al., 2005; MATTHIAS et al., 2008). As genomospécies néo correspondem as
duas espécies conhecidas de leptospira (L. interrogans e L. biflexa) posto que
sorovariedades patogénicas e nao patogénicas podem ocorrer dentro da
mesma espécie, isto se demonstra pela existéncia de mdultiplas estirpes da
mesma sorovariedade dentre elas (BRENNER et al., 1999).

2.2.3 Fisiologia, Crescimento e Sobrevivéncia.

Leptospiras s&do aerbdbicas obrigatorias, sua temperatura de
crescimento 6tima € entre 28 e 30°C e pH entre 7,2 a 7,4 (FAINE et al., 2000).
Sao bactérias catalase e oxidase-positivas (SMIBERT, 2008). Para seu
desenvolvimento in vitro, € necessario meio de cultivos especiais contendo
albumina bovina ou soro de coelho, vitaminas B12 e B1, fosfato, calcio,
magnésio, aménia e ferro. (FAINE et al., 2000; LEVETT, 2001). Sao bactérias
muito sensiveis, sendo degradadas quando ocorrem mudangas em seu
ambiente. Nao toleram grandes alteracdes de temperaturas (abaixo de 10°C ou
acima de 50°C) e variagdes de pH (inferior a 6,8 ou superior a 8,0) (TRUEBA et
al., 2004).
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Podem sobreviver no ambiente, em locais umidos, e tendem a
formar agregados em cole¢cbes de agua. Sua sobrevida nestes locais depende
da temperatura, pH, salinidade e graus de poluicdo (GANOZA et al., 2006).
Quando o ambiente é ideal podem sobreviver por longos periodos, podendo
chegar a seis meses (TRUEBA et al., 2004).

Tem como sua principal fonte energética os acidos graxos de cadeia
longa, que degradam por B-oxidacédo, sendo que este, ao mesmo tempo em
que sao necessarios ao metabolismo energético da bactéria, também sao
téxicos a mesma, por isso, os meios de cultivo devem conter desintoxicante,
como albumina bovina. Estas s&o capazes de absorver grande quantidade de
acidos graxos e de libera-los gradativamente de forma n&o toxica. Acredita-se
que na natureza a bactéria integra a sua membrana externa em superficies em
que os acidos graxos sao absorvidos (FAINE et al., 2000).

As espécies patogénicas possuem longo tempo de geracéo,
variando de oito a 18 horas. Seu crescimento em meio de cultura variar de dois
a 30 dias (FAINE et al., 2000), podendo levar até 26 semanas para isolamentos
primarios (ELLIS et al., 1983).

Reproduzem-se por fissdo binaria transversal (HOLT, 1978). Durante
sua divisdo, a célula se alonga até o momento onde ocorre a constricdo do
cilindro protoplasmatico, fechando assim as extremidades das duas novas
células que permaneceram conectadas. N&o se conhece a forma de regulacao
de divisao das leptospiras. (FAINE et al., 2000).

2.3 Epidemiologia

Leptospirose € a zoonose mais difundida em todo o mundo (WHO,
1999). Esta presente em todos os continentes, exceto na Antartida. Ja foi
relatado em praticamente todas as espécies de mamiferos. Os seres humanos
sdo comumente infectados por meio de atividades ocupacionais, lazer,
domeéstica, diretamente ou através de agua ou do solo contaminados (ADLER
et al., 2010).

A doenga tem maior incidéncia em paises de clima tropical, fato
explicado pela maior permanéncia da bactéria em ambientes quentes e

umidos. Além disso, grande parte dos paises tropicais sdo também paises em
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desenvolvimento, onde hd uma maior exposicédo da populagédo ao agente. Ja
em areas temperadas, a doenga tem carater sazonal, com pico de incidéncia
ocorrendo durante os periodos mais quentes e chuvosos (ADLER et al., 2009).

Diversas espécies de roedores sao consideradas reservatérios do
agente, podendo eliminar leptospiras por toda vida sem desenvolver a doenca
(EDELWEISS, 1962; MINISTERIO DA SAUDE 1989). Roedores podem
eliminar a cada miccéo, cerca de 6.000 espiroquetas por mL de urina.
Considerando que a cada micgéo séo eliminados por volta de trés mL de urina,
pode-se supor que se expelidos cerca de 18.000 leptospiras por cada mic¢ao
de um rato (FUHNER, 1950). Animais albergam a leptospira nos rins e
eliminando-a de forma continua ou intermitente no meio ambiente e desta
forma, contaminando agua, solo e alimentos (VASCONCELLOS, 1993).

Muitas espécies animais foram descritas com reservatério renal de
leptospiras, e a distribuicdo dos diversos serovares varia de acordo com a
espécie acometida, regido e/ou ecossistema estudados (BARCELLOS et al.,
2003; BHARTI et al.,, 2003). As infecgdes humanas sado resultados da
eliminacao de leptospiras por animais portadores no ambiente. Devido a este
fator, a identificacdo dos serovares circulantes em cada regido, assim como 0s
hospedeiros mantenedores do agente no meio, possibilita um maior
esclarecimento da epidemiologia da doencga (BHARTI et al., 2003).

A leptospirose tem periodo de incubacgéo variavel, com uma média
de dez dias, e pode ser dividida em duas fases. A primeira denominada de
septicémica ou aguda, caracterizada pela presenca das espiroquetas na
circulacdo sanguinea, e a segunda fase é chamada de imune, onde é
estabelecida uma resposta imunolégica mediada principalmente por anticorpos,
quando as leptospiras se encontram principalmente nos érgéos alvo (LEVETT,
2001).

As taxas de morbidade e mortalidade aumentam pela falta de
medidas preventivas como vacinagdo de animais e humanos, politicas de
informacao e orientacdo a populagao, tratamento adequado e dificuldade no
diagndstico aliada a subnotificacdo da enfermidade (LEVETT, 2001; VINETZ,
2001).

Mundialmente a leptospirose atinge de forma mais intensa areas que

possuem precarias condi¢gdes sanitarias, sendo paises em desenvolvimento os
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mais afetados, onde representa uma zoonose com grande importancia social e
econdmica (LEVETT, 1999; WHO, 1999, MEITES, et al 2004).

No Brasil, populagbes de baixa renda estdo continuamente expostas
ao agente, apresentado assim maior risco para adquirir a infeccéo (KO et al.,
1999). Mesmo sendo considerada uma doenca subdiagnosticada, (BHARTI, et
al., 2003; KO et al., 2009), o quadro 1 mostra o elevado numero de casos de
leptospirose no pais, sendo as regides sul e sudeste as mais acometidas. O
Brasil entre outros paises € considerando como uma regido onde a doenca é
reemergente pelo aumento do numero de casos e pela ocorréncia de formas
graves da doenga em humanos (www.saude.gov.br; SPICHLER et al.,2008; KO
et al.,2009).

Quadro 1: Casos de leptospirose humana. Brasil, Regides e Unidades
Federadas. 1997 a 2010*

Regido e UF 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010
Regido Norte 484 584 | 340 391 142 | 227 248 224 272 752 246 338 350 197
Regido Nordeste 847 514 | 194 | 1006 | 651 | 638 | 514 | 807 | 746 679 558 646 911 622
Regido Sudeste 944 | 1242 | 1102 | 948 | 1222 [ 957 999 [ 1319 | 1363 | 1693 | 1230 | 1097 | 1477 [ 1191
Regido Sul 863 | 1084 | 782 | 1094 | 1649 | 907 | 1192 | 673 | 1088 | 1175 | 1264 | 1572 | 1063 | 1036
Regido Centro-Oeste 160 25 15 48 44 40 52 74 65 70 36 53 46 37
Brasil 3208 | 3449 | 2433 | 3487 | 3708 | 2769 | 3005 | 3097 | 3534 | 4369 | 3334 | 3706 | 3847 | 3083
Fonte: SINAN/SVS/MS * Dados obtidos em 13.01.2011, sujeitos a reviséo.

2.4 Ciclo Epidemiolégico

Ha uma grande diversidade de hospedeiros de manutencédo das
leptospiras, sendo estes compreendidos por animais silvestres e domeésticos.
Cada serovar € mantido por um hospedeiro animal especifico, sendo
classificado como adaptado (ELLIS, 1984; FAINE et al., 2000). No entanto, a
associagdo dos serovares patogénicos com as espécies animais nédo é
exclusiva, podendo variar entre regides devido as diferentes condicbes
ecologicas. Deste modo, o mesmo serovar pode estar adaptado a mais de um
hospedeiro, por exemplo, serovar Copenhageni sendo adaptado a Rattus
norvegicus e R. rattus (BHARTI, et al., 2003; TURNER, 1967; WHO, 2003).
Além disso, a mesma espécie animal pode ser hospedeira de manutencgao para

um serovar, e ser hospedeira acidental de outros (LEVETT, 2001).
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Reservatorios animais sado cronicamente infectados nos rins pelos
serovares de leptospira (ATHANAZIO et al., 2008). Assim, a transmissao pode
ocorre pela eliminagéo de leptospiras na urina que contamina a agua e o solo,
sendo esse o principal veiculo de transmissdo da doenca (McBRIDE et al.,
2005). Além disso, leptospiras podem ser eliminadas por sémen e secre¢des
vaginais, possibilitando assim a transmissdo venérea ou por meio de
inseminacao artificial (FAINE et al., 2000).

Acredita-se que as leptospiras sejam eliminadas em altas
concentragbes na urina de ratos, estudos demonstraram que ratos
experimentalmente infectados eliminam até 10" bactérias/mL de urina (NALLY
et al., 2005). As leptospiras naturalmente tendem a formar agregados na agua,
0 que pode estar relacionado com sua manutencdo no ambiente (TRUEBA et
al., 2004).

Existem varios fatores associados a transmissao da leptospirose que
envolvem diferentes reservatorios e hospedeiros (Figura 1). Alem disso,
condigbes ambientais sdo determinantes para o transporte e manutencdo do
microrganismo (ANDRE-FONTAINE et al., 1990).

Figura 2: Ciclo epidemiolégico da leptospirose
e

4— Water, soil

(ADLER et al., 2009)
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2.5 Leptospirose Humana

O homem é o hospedeiro terminal e acidental da infecgéo. A entrada
da bactéria no organismo ocorre principalmente através de lesdo na pele ou
mucosas integras. Apesar de ocorrer apenas na forma incidental, a
leptospirose em humanos varia clinicamente de acordo com o serovar
infectante, idade, estado de saude e competéncia imunolédgica do paciente. O
estado clinico pode variar de estado febril a insuficiéncia renal, hepatica e
pulmonar, além de ictericia, podendo chegar ao ébito (ADLER et al, 2009).

A enfermidade apresenta um dificil diagnéstico clinico,
principalmente na fase inicial da doenga, podendo ser confundida com uma
série de enfermidade tais como febre amarela, dengue e hepatite. Cerca de
15% dos infectados evoluem para a forma classica da doengca denominada
sindrome de Welil, caracterizada pelo quadro clinico ictérico, insuficiéncia renal
e hemorragia aguda. Atualmente, a sindrome hemorragica pulmonar & descrita
como uma das formas mais graves da doencga, A letalidade das formas graves
atinge aproximadamente de 10% a 50% quando ocorre a sindrome da
hemorragia pulmonar (FAINE et al., 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Qualquer serovar pode determinar as diversas formas clinicas, no
entanto, alguns estdo mais comumente relacionados a formas mais graves,
como por exemplo, Icterohaemorrhagiae (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.6 Leptospirose Animal

Nos animais, a leptospirose apresenta sinais clinicos variados e na
sua maioria inaparentes, podendo causar febre, insuficiéncia hepatica/renal ou
problemas reprodutivos, sendo estes ultimos, responsaveis por importantes
perdas econdmicas, determinando abortamentos, natimortalidade, nascimento
de animais fracos, e infertilidade. (ADELER et al, 2010; ELLIS, 1984). No
quadro 2 podemos observar a relagcdo entre alguns serovares e seus

respectivos hospedeiros renais.
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Quadro 2 — Serovares e serogrupos de Leptospira sp. descritos nas diferentes
espécies de animais portadores.

Serovar Serogroupo Espécie Hospedeiro
Hardjo (Hardjobovis) Sejroe L. borgpetersenii Bovinos
Hardjo (Hardjoprajitno) Sejroe L. interrogans Bovinos
Copenhageni Icterohaemorrhagiae L. interrogans Roedores
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae L. interrogans Ratazana
Pomona Pomona L. interrogans Suinos
Canicola Canicola L. interrogans Caninos

Adaptado de FAINE ET AL. 2000.

2.7 Diagnostico Laboratorial

Existem varias técnicas de diagndstico para a leptospirose, porém o
melhor método a ser escolhido, esta intimamente relacionado ao objetivo do
diagndstico (FAINE et al., 2000).

O diagndstico precoce da doenca € essencial, ja que a terapia com
antibioticos € mais eficiente no inicio da infecgdo, aumentando assim a chance
de cura em seres humanos. Em paises tropicais o diagnostico em humanos se
dificulta ainda mais, devido a outras infec¢cées endémicas que se sobrepde com
sintomatologia similar (MCBRIDE et al., 2005), como Dengue e Hepatite.

O teste da soroaglutinacdo microscopica (SAM), baseado na
deteccdo de anticorpos anti-Leptospira no soro do paciente, &€ o teste
preconizado pela OMS e OIE. Este método tem alta sensibilidade e
especificidade, mas em contrapartida n&do consegue detectar a doenga em
suas fases iniciais, ate o sétimo dia ap6s a infecgédo (HICKEY, 2007); além
disso, as variagdes nas respostas imunolégicas individuais e a reatividade
cruzada entre os diferentes serovares de leptospira tornam dificil a definicdo do
verdadeiro serovar infectante (SAKATA et al., 1992; RODRIGUES et al., 2007).

Em animais a detecgéo da doenca por este método diagnéstico pode
ser influenciada pela vacinagdo, podendo assim produzir resultados falso-
positivos. Outras formas de diagnostico tém sido descritas, como os ensaios de
imunofluorescéncia, imunoenzimaticos e western-blot (RAGHAVAN et al.,
2007).
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O isolamento da bactéria em urina ou tecidos & considerado o
padrao ouro para o diagnostico. Varios autores ressaltam a importancia do
isolamento para estudos epidemiolégicos, vacinologia e desenvolvimento de
reativos (VASCONCELLOS et al., 2001), mas a cultura de isolamento constitui-
se de um trabalho intensivo e demorado, além de ter uma baixa sensibilidade
(RAGHAVAN, et al. 2007).

2.8. Isolamento de Leptospiras

A leptospirose € uma doenca sistémica, possibilitando a detecg¢ao do
agente em varios tecidos e fluidos do organismo, principalmente em urina, via
preferencial de transmissdo da bactéria. Sendo assim, todas estas amostras
representam potencial para a tentativa de isolamento. O cultivo da leptospiras &
considerado como diagnostico definitivo da infec¢ao (SCHONBERG, 1981;
THIERMANN, 1984; OIE, 2010).

Mesmo sendo o diagnéstico definitivo da doenca, sua utilizagdo é
limitada pela lenta taxa de crescimento, longos periodos de incubagéo, elevado
custo e equipamentos especificos para manutencdo dos cultivos e a
contaminagdo das culturas por outros microrganismos. Para um isolamento
bem sucedido, é primordial que as amostras testadas sejam recentes (FAINE
et al., 2000; LEVETT, 2001; FREITAS et al., 2004). A incubacgéo pode durar até
13 semanas em estufa com temperaturas de 28 a 30°C com analise semanal
pela microscopia de campo escuro. Apds este periodo sem crescimento a
cultura pode ser descartada. Outros autores, no entanto, recomendam a
incubacédo por até 30 semanas (ELLIS et al., 1983). Por este motivo, a cultura
nao é empregada como um teste rotineiro para o diagndstico, mas permanece
importante para finalidades epidemiologicas (ADLER et al., 2009).

O meio de cultura mais utilizado para o seu cultivo € o meio liquido
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), que contém acido oléico,
soro albumina bovina como detoxificante e tween 80 como fonte de carbono
(ELLINGHAUSEN e MCCULLOUGH, 1965; JOHNSON e HARRIS, 1967).
Outros meios menos utilizados sdo o meio modificado de Korthof, meio
modificado de Stuart e meio semissélido Fletcher entre outros (FAINE et al.,
2000).
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Estudos ressaltam a importancia do isolamento de leptospiras para
ampliagdo dos conhecimentos em epidemiologia e vacinologia da enfermidade
(VASCONCELLOS et al.,, 2001). No entanto, poucos s&o os relatos de
isolamento de amostras no Brasil, em fun¢ao das varias limitagdes ja descritas.
Para o isolamento se fazem necessarias técnicas apropriados, devido as
exigéncias para o crescimento a susceptibilidade do agente a mudangas do
meio (BIAZOTTI, 2006). Para a solucdo deste problema muitos autores
propdem diferentes tipos de protocolos e meios de cultivo, com a utilizagéo de
antibioticos e melhorias na manipulagdo das amostras e técnicas
(SCHONBERG et al., 1981; THIERMANN , 1984;. ADLER et al, 1986).

Ao longo dos anos foram desenvolvidos diversos protocolos com
diferentes meios de cultura e métodos para uma metodologia eficiente onde se
consiga isolar leptospiras.

O isolamento de leptospiras de urina requer mais cuidados,
exigindo um protocolo de selecdo para eliminar os contaminantes
provenientes do material (FAINE et al., 2000; LEVETT, 2001).

Apesar de ser o método recomendado para o diagnéstico da
leptospirose, a soroaglutinagdo microscopica apresenta limitagbes, tais como
as variagcdes nas respostas imunes e a reagdo cruzada entre os diferentes
serovares de leptospiras, o que torna dificil a definicdo do verdadeiro serovar
infectante (SAKATA et al., 1992; ROGRIGUES et al., 2007).

Em niveis epidemioldgicos, o isolamento de leptospiras é de extrema
importancia, ja que a SAM nos revela apenas o sorogrupo provavel de
circulacdo em uma populacéo estudada (TURNER, 1970). Sendo assim, se faz
necessario o isolamento de leptospiras para andalises com técnicas que
permitam identificar as cepas circulantes em determinadas regides, a
ocorréncia de novas cepas, ou mutacdes das ja existentes, dando suporte
assim aos novos estudos em vacinologia, ajudando na profilaxia e no
entendimento desta enfermidade das diferentes regides (VASCONCELLOS et
al., 2001).

Um dos grandes problemas do isolamento de leptospiras é
justamente a fragilidade do patégeno em relagdo ao material utilizado no

isolamento. Por exemplo, amostras de urina, por ser um material normalmente

28



contaminado com outros microrganismos, dificulta extremamente o isolamento
da bactéria é dificil, além disso, o transporte das amostras até o local de
processamento muitas vezes € demorado, aumentando as chances de perda
de leptospiras nas amostras (HUSSAINI e RUBY, 1976; ADLER et al., 1986).

No intuito de incrementar as chances de isolamento, varios autores
reportaram diversas metodologias. Apesar disso, nenhuma ainda demonstrou
grande eficacia, tendo resultados Ilimitados (SCHONBERG, 1981;
THIERMANN, 1984; ADLER et al, 1986).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo comparar diferentes protocolos para
isolamento de leptospiras, associando-os com diversos meios de cultivo

dispostos na literatura, visando aumentar a sensibilidade da técnica.

3.2 Objetivos Especificos

1- Avaliacao de diferentes protocolos de selecéo de leptospiras.

2- Avaliacdo de diferentes meios de cultivo para isolamento de
leptospiras a partir de amostras clinicas.

3- Avaliagcado do uso combinado dos protocolos de selegdo e meios
de cultivo, em busca de uma otimizacdo da técnica de isolamento de

leptospiras.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Locais de Desenvolvimento dos Estudos

Os meios de cultivo e meios seletivos forma preparados no
Laboratério de Bactérias e Recombinantes do Departamento de Reativos para
Diagnostico no Instituto de Imunobiolégicos — BIOMANGUINHOS -
FIOCRUZ/RJ. O cultivo das leptospiras, infecgéo experimental das amostras e
analise ocorreram no Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria do Departamento
de Microbiologia e Parasitologia do Instituto Biomédico na Universidade

Federal Fluminense - UFF.
4.2 Desenho do Estudo

Inicialmente, foram escolhidos na literatura e preparados os meios
de cultura e solugdes a serem utilizados. Posteriormente, foram feitos os
inbculos experimentais em 30 mL de urina humana recém-emitida com
leptospiras de trés serovares: Hardjo, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae em
trés concentragdes de 102, 10° e 108 leptospiras por mL, procurando reproduzir
as condic¢des naturais de eliminagédo deste microrganismo. Tais amostras foram

processadas pelos protocolos selecionados e cultivadas.
4.3. Amostras

Foram utilizadas culturas de leptospiras dos serovares
Icterohaemorrhagiae (RGA), foi selecionado como representante principal de
ambientes urbanos, Grippotyphosa (Moskva 5), representando ambientes
silvestre, e Hardjo (Hardjopraijitno), representante de leptospiras de interesse
veterinario e reconhecida por ser um serovar de dificil crescimento. As culturas
foram mantidas em meio de cultivo EMJH, com andlise e passagens periédicas
semanais, livres de auto-aglutinagcdo ou contaminantes. As amostras
pertencem a colecao de leptospiras do Laboratério de Bacteriologia Veterinaria

da Universidade Federal Fluminense.
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A fim de simular eliminagdo de baixa, média e alta quantidade de
leptospiras, amostras de urinas humanas recém-emitidas foram inoculadas
com as culturas de leptospiras de cada serovar selecionados em
concentragdes variaveis para a obtencdo de amostras com 10% 10° e 10°
leptospiras por mililitro, contadas em cdmara de contagem Petroff-Hausser.

Para controle da contaminagdo das amostras de urina utilizadas no
experimento, as amostras foram semeadas em meio Agar tripticase soja
(Merck) e incubadas a 37°C para crescimento por 24 h, e posterior contagem

de coldnias em aparelho conta-colénias (CB 600PIlus, Phoenix).
4.4 Protocolos de Semeadura

Foram avaliados os protocolos de selecdo por diluicdo seriada
(ZUERNER, 2005), por coquetel de antibiotico (SCHONBERG, 1981; HEER et
al., 1982) e por filtracdo (membrana 0,22um) (RITTENBERG et al., 1958 com

modificagdes)
4.4.1 Protocolo | - Selegéo por Diluigdo Seriada

As amostras de urina experimentalmente contaminadas nas
concentracdes de 10, 10° e 10° leptospiras por mL foram processadas
conforme o protocolo de selecdo por diluicdo seriada sendo posteriormente
inoculadas nos meios de cultivo. O protocolo baseia-se em dilui¢des de cada
amostra em tamp&o PBS com albumina bovina a 10% do volume do meio nas
concentracdes de 10", 102 e 10, sendo logo semeadas com inéculo de 10%
do volume do meio de cada diluicdo nos meios de cultivo, em fluxo laminar e

incubados em estufa a 30°C.
4.4.2 Protocolo Il - Selegao por Coquetel de Antibidtico

Um inoculo na propor¢ao de 10% do volume do meio foi feita de
cada amostra (urina experimentalmente contaminadas) em meio seletivo EMHJ
com coquetel de antibiéticos (5-Fluoruracil 400mg/L, Sigma-USA; Cloranfenicol

5mg/L, Sigma-USA; Acido nalidixico 50mg/L, Inlab-Brasil; Neomicina 10mgl/L,
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Sigma-USA; Vancomicina 10mg/L, Acros-USA) e incubada por 24 h em estufa
a 30°C. Apés este periodo, retirou-se o material do meio seletivo fazendo um
inéculo de 10% do volume do meio em meios de cultura sem adi¢cdo de
antibioticos (com excegao do meio que contém 5-FU), seguido de incubacgéo

em estufa a 30°C.

4.4.3 Protocolo Il - Selecao por Filtragédo

As amostras de urina experimentalmente contaminadas conforme
previamente descrito foram filtradas com o auxilio de filtros estéreis com
membrana de 0,22um (Millipore, USA) com auxilio de seringa, realizando
diretamente um in6culo equivalente a 10% do volume de meio nos meios de

cultivo, incubando em estufa a 30°C.

4.5 Meios de Cultura

Foram utilizados no experimento os seguintes meios de cultura:
Meio Ellinghausen—Mc Cullough—Johnson—Harris (EMJH) (DIFCO-USA); Meio
Ellinghausen—Mc Cullough—Johnson—Harris (EMJH) acrescido de 5-Fluouracil
(DIFCO-USA/ Sigma-USA); Meio Ellinghausen—Mc Cullough—Johnson—Harris
acrescido de Tween 40/80/LH (ELLIS et al., 1985) e Meio semissolido Fletcher
(DIFCO-USA) acrescido de 10% de soro de coelho (FAINE et al., 2000).

4.5.1 Meio Liquido de EMJH

A base para o meio EMJH é disponivel comercialmente (DIFCO-
USA) e foi reidratada conforme instrugbes do fabricante, sendo posteriormente
autoclavado por 15 minutos a 121°C.

Este meio base foi utilizado de trés formas diferentes:
- Acrescido de suplemento comercial (DIFCO-USA) — EMJH puro.

- Acrescido de suplemento comercial (DIFCO-USA) e de 5-Fluouracil (DIFCO-
USA/ Sigma-USA) 100 mg/mL — EMHJ acrescido de 5-FU.
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- Acrescido de suplemento modificado - Tween 40/80/LH (conforme sugerido
por ELLIS et al. (1985).

4.5.2 Meio Semi-Solido Fletcher

A base para meio semi-sélido Fletcher € disponivel comercialmente
(DIFCO-USA) e foi reidratado conforme instru¢des de fabricante, sendo
posteriormente autoclavado por 15 minutos a 121°C. ApoOs atingir a
temperatura de 45-50°C adicionou-se 10% de soro de coelho estéril, adquirido
no Centro de Criagdo e Experimentacdo Animal (CECAL) na FIOCRUZ e o

meio foi imediatamente envasado em tubos de ensaios estéreis.

4.6 Analises das Amostras

Todos os cultivos foram realizados em duplicata, e todos os
protocolos foram repetidos trés vezes para garantir a reprodutividade do
estudo. Os cultivos foram analisados por quatro meses e semanalmente eram
avaliados macroscopicamente e no caso de apresentarem turvagcdo eram

analisados microscopicamente (microscopia de campo escuro).
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Cultivo em EMJH de
Icterohaemorrhagiae

Cultivo em EMJH de
Gryppotyphosa

Cultivo em EMJH de
Hardjo

Contagem em

Fluxograma 1 - Inoculacdo das Amostras

Coleta de urina

Preparo dos

inbculos
camara de
Petroff-Hausser
Diluicao das cepas em
urina nas ordens de
10% 10° e 10°
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 v v \ 4 \ 4
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra 9
Ictero em Ictero em Ictero em Gryppo em Gryppo em Gryppo em Hardjo em Hardjo em Hardjo em
urina 102 urina 10° urina 108 urina 102 urina 10° urina 108 urina 10° urina 10° urina 10®
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Fluxograma 2 - Protocolo Sele¢ao por Diluicdo Seriada

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra 9
Ictero em Ictero em Ictero em Grippo em Grippo em Grippo em Hardjo em Hardjo em Hardjo em
urina 102 urina 10° urina 108 urina 102 urina 10° urina 108 urina 102 urina 10° urina 108

AMOSTRA 1 AMOSTRA 9
Cultivo em du1plicata da Cultivo em du1plicada da
diluicdo 10°" Ictero Cada amostra é diluida de forma diluicdo 10" Hardjo
Cultivo em duplicata da seriada em meio seletivo estoque na Cultivo em dug)licada da
diluicéo 10 Ictero proporgao de 107,102 e 107, diluicdo 10™ Hardjo
Cultivo em duplicata da Cultivo em duplicada da
diluicdo 10 Ictero diluicdo 10™ Hardjo

AMOSTRA 2 AMOSTRA 8
Cultivo em duplicata da In6culo de 10% nos meios de cultivo Cultivo em duplicada da
diluicao 10™" Ictero em duplicata. diluigao 10" Hardjo
Cultivo em duplicata da Cultivo em duplicada da
diluicdo 10 Ictero diluicdo 10 Hardjo
Cultivo em duplicata da Cultivo em duplicada da
diluicdo 10 Ictero diluicgo 10 Hardjo
AMOSTRA 3 AMOSTRA 7
Cultivo em duplicada da AMOSTRA 4 AMOSTRA 5 AMOSTRA 6

diluigao 107" Ictero

Cultivo em duplicada da
diluicdo 10 Ictero

Cultivo em duplicada da
diluicdo 10" Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluicdo 10" Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluicao 10" Gryppo

Cultivo em duPIicada da
diluicdo 10" Hardjo

Cultivo em duplicada da
diluigio 10™ Ictero

Cultivo em duplicada da
diluicgo 107 Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluicdo 107 Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluicgo 107 Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluicdo 10 Hardjo

Cultivo em duplicada da
diluicgo 10 Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluicdo 10”° Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluicdo 10 Gryppo

Cultivo em duplicada da
diluigao 10 Hardjo
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Fluxograma 3 - Protocolo Selecao por Coquetel de Antibidticos

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra 9
Ictero em Ictero em Ictero em Grippo em Grippo em Grippo em Hardjo em Hardjo em Hardjo em
urina 102 urina 10° urina 108 urina 102 urina 10° urina 108 urina 102 urina 10° urina 108

Inéculo de 10% em meio seletivo
EMJH com coquetel de
antibiético.
|
Incubagao de 24 H a 30°C
Inéculo de 10% em meios de
cultivos.
AMOSTRA 1 AMOSTRA 9
Cultivo em duplicada . :
Cultivo em duplicada
AMOSTRA 2 AMOSTRA 8
Cultivo em duplicada Cultivo em duplicada
v
AMOSTRA 3 AMOSTRA 4 AMOSTRA 5 AMOSTRA 6 AMOSTRA 7
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Fluxograma 4 - Protocolo Selecao por Filtracao

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra 9
Ictero em Ictero em Ictero em Grippo em Grippo em Grippo em Hardjo em Hardjo em Hardjo em
urina 102 urina 10° urina 108 urina 102 urina 10° urina 108 urina 102 urina 10° urina 108

Inéculo de 10% nos meios de
cultivo através de membrana
0,22um
AMOSTRA 1 AMOSTRA 9
Cultivo em duplicada . .
Cultivo em duplicada
AMOSTRA 2 AMOSTRA 8
Cultivo em duplicada Cultivo em duplicada
\ 4
AMOSTRA 3 AMOSTRA 4 AMOSTRA 5 AMOSTRA 6 AMOSTRA 7

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada

Cultivo em duplicada
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4.7 Analise Estatistica.

Os resultados foram analisados pelo teste exato de Fischer utilizando
GraphPad InStat version 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Andlises foram consideradas significativas quando apresentaram diferenca em um
nivel de confianca de 95% (p<0,05).
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5.RESULTADOS

5.1 Amostras de Urina

A contagem de colénias em meio Agar-tripticase soja mostrou que todas as
amostras apresentaram contagem menor que 10.000 UFC por mL. Mostrando uma

contaminacgdo normal para um individuo saudavel.

5.2 Protocolos de Selegao

Dos 36 tubos cultivados pelo método de diluicdo seriada,
independentemente do serovar ou do meio de cultura utilizado, recuperou-se
leptospiras em 24 (66,6%), embora em 32 (88,8%) destes tenha sido observada a
presengca de contaminantes. No que se refere a recuperagcado por serovares,
verificou-se que Grippotyphosa apresentou o maior numero de recuperagdes
(100%), enquanto Hardjo e Icterohaemorrhagiae foram recuperados em seis tubos
(50%) cada. Esta diferenga se mostrou estatisticamente significativa (p=0.0046)
quando se comparam o serovar Grippotyphosa com os demais testados (Tabela 1).

Em relagdo a concentragdo do inéculo, observou-se que as amostras
com alta concentracéo de leptospiras (10° leptospiras/mL) obtiveram 12/12 (100%)
dos cultivos recuperados, independente do serovar testado ou do meio onde foi
inoculado, valor significativo quando comparados com as demais diluicbes testadas
(p= 0,0137). Entre as diluicdes 10° e 10? leptospiras/mL ndo houve diferenca
significativa em relagdo ao numero de culturas recuperadas, as quais
apresentaram seis (50%) tubos recuperados cada. Desta forma, verificou-se que a
recuperacdo de leptospiras estd diretamente relacionada a quantidade de
leptospiras na amostra original (Tabela 1).

No que diz respeito aos tubos cultivados pelo método de selegdo por
coquetel de antibidticos, dos 36 tubos cultivados, independentemente do serovar
ou do meio de cultura utilizado, recuperou-se leptospiras em 10 (27,7%) tubos e
obteve-se 15 (41,6%) tubos contaminados. No que se refere a recuperagéo por

serovares, nao se verificou diferencas significativas onde dos 12 tubos de cada
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serovar, trés (25%) tubos com Hardjo, quatro (33,3%) de Grippoteyphosa e trés
(25%) de Icterohaemorrhagiae (Tabela 1).

A respeito da concentragdo do in6culo, observou-se mais uma vez que
as amostras com alta concentracéo (108 leptospiras/mL) obtiveram maior nimero
de recuperagdes com 9/12 (75%) dos tubos recuperados, independente do serovar
testado ou do meio onde foi inoculada, ja diluicdo 10° leptospiras/mL obteve 1/12
(8,3%) diferenca significativa em relacéo a diluicdo 102 leptospiras/mL (p=0.0028)
e concentracdo 107 leptospiras/mL ndo obteve isolados 0/12 (0%) diferenca
também significativa quando comparada a diluicéo 108 leptospiras/mL (p=0.0003)
(Tabela 1).

Ja o protocolo de selecao por filtragdo apresentou o mais baixo nivel de
recuperacao com apenas uma cultura positiva (2,7%). A mesma foi a Unica cultura
a apresentar contaminagdo. A concentragdo de leptospiras ndo se mostrou

significativa para a eficiéncia do protocolo.

Tabela 01. Culturas recuperadas nas diferentes concentragbes dos serovares
Hardjo, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae nos protocolos de cultivos
estudados.

Serovar 10? 10° 10°
% recuperagdo % recuperagdo % recuperagdo
(positivos/n) (positivos/n) (positivos/n)
Hardjo™ 25 (1/4) 25 (1/4) 100 (4/4)
Diluigao
seriada Grippotyphosa 100 (4/4) 100 (4/4) 100 (4/4)
Icterohaemorrhagiae * 25 (1/4) 25 (1/4) 100 (4/4)
Total 50 (6/12)Y 50 (6/12)Y 100 (12/12)Y
Hardjo 0 (0/4) 0 (0/4) 75 (3/4)
Coquetel de
antibiéticos  Grippotyphosa 0 (0/4) 25 (1/4) 75 (3/4)
Icterohaemorrhagiae 0 (0/4) 0 (0/4) 75 (3/4)
Total 0 (0/12)™ 8,3 (1/12)@ 75 (9/12)@®
Hardjo 0 (0/4) 0 (0/4) 0 (0/4)
Filtragao Grippotyphosa 0 (0/4) 0 (0/4) 25 (1/4)
Icterohaemorrhagiae 0 (0/4) 0 (0/4) 0 (0/4)
Total 0 (0/12) 0 (0/12) 8,3 (1/12)

(positivos/n): culturas positivas para recuperagdo/nimero total de culturas; (x): valor de p encontrado entre o
serovar Grippotyphosa e os serovares Hardjo e Icterohaemorrhagiae (p = 0.0046); (y): valor de p encontrado
entre a concentragcéo 10® e as concentragdes 10° e 10? (p=0,0137); (z): valor de p encontrado entre a
concentragéo 10% e as concentragdes 10° (p=0,0028); (k): valor de p encontrado entre a concentragdo 10% e as
concentragdes e 102 (p=0,0003).
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5.3 Meios de Cultivo

Dos 27 tubos semeados em cada meio de cultura, verificou-se que o
meio EMJH sem aditivos obteve o melhor desempenho, tendo sido possivel
recuperar leptospiras em 11/27 (40,7%) tubos, seguido pelo meio EMJH acrescido
de 5-FU com 10/27 (37%), pelo meio EMJH Tween 40/80/LH com 8/27 (29,6%) e
por fim o meio Fletcher com 6/27(22,2%) tubos com recuperagédo. Ndo foram

observadas diferencas significativas entre os meios (Tabela 2).

Tabela 02. Numero de tubos recuperados e contaminados em cada meio de
cultivo.

Total Meio EMJH Meio EMJH + Meio Meio EMJH
5-FU Fletcher Tween
40/80/LH

% (positivos/n) % (positivos/n) % (positivos/n) % (positivos/n)

Total de 40,7 (11/27) 37 (10/27) 29,6 (8/27) 22,2 (6/27)
recuperagoes
Total de 51,8 (14/27) 37 (10/27) 44,4 (12/27) 44,4 (12/27)

contaminados

(positivos/n): tubos positivos /nimero total de tubos.

Em relagdo a contaminagdo dos cultivos o meio EMJH acrescido de 5-
FU teve o menor numero de tubos contaminados 10/27 (37%), enquanto os meios
Fletcher e EMJH Tween 40/80/LH, obtiveram 12/27 (44,4%) tubos contaminados e
o meio EMJH teve o maior indice com 14/27 (51,8%) tubos contaminados (Tabela
2). A cassociacao entre contaminagcdo e recuperagdo das culturas pode ser

observada no grafico 1.

Grafico 01. Tubos com recuperacéo e tubos contaminados nos meios de cultivos
EMJH, EMJH acrescido de 5-FU, Fletcher e EMJH Tween 80/40/LH
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B Total de recuperacdes
B Total de contaminados

N°de Tubos

EMJH EMJH + 5-FU Fletcher EMJH Tween
40/80/LH

Meios de Cultivo
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5.4 Associacgao entre os Protocolos e Meios

No protocolo de selegéo por diluicdo seriada, dos 9 tubos de cada meio
semeado, o meio EMJH apresentou nove (100%) tubos recuperados, seguido dos
meios EMJH acrescido de 5-FU, Fletcher e EMJH Tween 40/80/LH com cinco
(55,5%) recuperacdes cada. Embora o meio EMHJ tenha tido o maior niumero de
tubos recuperados, ndo houve diferenca significativa entre os meios neste

protocolo (Tabela 3).

Tabela 03. Tubos recuperados e contaminados em cada meio de cultivo
processadas pelos protocolos de selecdo por diluicdo seriada, por coquetel de
antibiotico e filtracao.

Protocolo Meio EMJH  Meio EMJH Meio Meio
+ 5-FU Fletcher EMJH
Tween
40/80/LH
% % % %
(positivos/n)  (positivos/n)  (positivos/n)  (positivos/n)
Diluigao Total de 100 (9/9) 55,5 (5/9) 55,5 (5/9) 55,5 (5/9)
Seriada recuperacoes
Total de 100 (9/9) 55,5 (5/9) 100 (9/9) 100 (9/9)
contaminados
Coquetel de Total de 22,2 (2/9) 44,4 (4/9) 11,1 (1/9) 33,3 (3/9)
antibidticos  recuperagées
Total de 55,5 (5/9) 44.4 (4/9) 33,3 (3/9) 33,3 (3/9)
contaminados
Filtragao Total de 0 (0/9) 11,1 (1/9) 0 (0/9) 0 (0/9)
recuperacgoes
Total de 0 (0/9) 11,1 (1/9) 0 (0/9) 0 (0/9)

contaminados

(positivos/n): tubos positivos/nimero total de tubos.

No que diz respeito a contaminagdo por outros microrganismos o meio
EMJH acrescido com 5-FU demonstrou o melhor desempenho. Dos nove tubos de
cada meio de cultivo cinco (55,5%) tubos apresentaram contaminagdo no meio
EMJH acrescido de 5-FU, enquanto os meios EMJH, Fletcher e EMJH Tween

40/80/LH apresentaram todos os cultivos contaminados (9/9 — 100%). Nao houve

43



diferenca significativa dos valores de contaminac&o entre os meios de cultivo neste
protocolo (Tabela 3). O grafico 2 mostra a comparag¢ao entre o nimero de tubos

recuperados e contaminados.

Grafico 2. Numero de tubos recuperados comparados a culturas contaminadas
nos meios de cultivo EMJH, EMJH acrescido de 5-FU, Fletcher e EMJH Tween
80/40/LH no protocolo de sele¢&o por diluigdo seriada.

B Total de recuperagdes
B Total de contaminados

N° de Tubos
(@)]
1

EMJH EMJH + 5-FU Fletcher EMJH Tween
40/80/LH

Meios de Cultivo

Em relagdo ao protocolo de selegdo por coquetel de antibioticos, dos
nove tubos de cada meio o EMJH acrescido de 5-FU apresentou o maior niumero
de recuperag¢des com quatro (44,4%) tubos recuperados, seguido dos meios EMJH
Tween 40/80/LH com trés (33,3%) tubos recuperados, seguido do meio EMJH com
duas (22,2%) recuperagbes e do meio Fletcher com uma (11,1%) recuperacéo.
N&o houve diferencas significativas entre os meios neste protocolo de selecdo
(Tabela 3).

A respeito da contaminacg&o por outros microrganismos o meio EMJH
apresentou o maior numero de tubos contaminados com cinco (55,5%) tubos
dentre os nove tubos contaminados. Ja o meio EMJH acrescido por 5-FU
apresentou quatro (44,4%) tubos contaminados seguidos dos meios Fletcher e
EMJH Tween 40/80/LH apresentaram trés (33,3%) dos tubos contaminados. N&o

houve diferenca significativa dos valores de contaminagdo entre os meios de
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cultivo neste protocolo. O grafico 3 mostra a comparacdo entre o numero de

cultivos recuperados e contaminados (Tabela 3).

Grafico 3. Numero de tubos recuperados comparados a tubos contaminados nos
meios de cultivo EMJH, EMJH acrescido de 5-FU, Fletcher e EMJH Tween
80/40/LH no protocolo de selegéo por coquetel de antibidtico.

B Total de recuperagdes

M Total de contaminados

N° de Tubos

EMJH EMJH + 5-FU Fletcher EMJH Tween
40/80/LH

Meios de Cultivo

No protocolo de selecdo por filtracdo, dos nove tubos de cada meio o
EMJH acrescido de 5-FU apresentou a unica recuperagéo do protocolo (11,1%)
sendo 0 mesmo a apresentar a unica contaminagcdo do protocolo. Nao houve
diferencas significativas entre os meios de cultivos.

O protocolo de selegéo por diluicdo seriada apresentou 24 (66,6%)
recuperacgdes dos 36 cultivos testados, sendo o protocolo com maior numero de
recuperacoes, seguido pelo protocolo de selegcéo por coquetel de antibidticos com
10/36 (27,7%) recuperagdes e por ultimo, o protocolo de selegéo por filtragcdo com
apenas 1/36 (2,7%) recuperagdo. A andlise desses dados mostrou diferenca
significativa entre o protocolo de diluicdo seriada comparada ao protocolo de
selecédo por coquetel de antibidtico com p=0,0019, e quando comparada ao
protocolo de selecao por filtragdo com p<0,0001. A comparagao entre o protocolo
de selegcdo por coquetel de antibidticos e o protocolo de selegédo por filtragao

também foi significativo com p=0.0065 (Tabela 4).
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Tabela 04. Tubos recuperados e contaminadas nos protocolos de sele¢cdo por
diluicado seriada (A), selecdo por coquetel de antibiéticos (B) e selegao por filtracdo
(C).

Protocolo Recuperado Contaminado
% %
(n° de positivos/n) (n° de positivos/n)
Diluicao
seriada 66,6 (24/36)Y 88,8 (32/36)
Coquetel de
antibioticos 27,7 (10/36)0 41,6 (15/36)
Filtragdo 2,7 (1/36)% 2,7 (1/36)

(positivos/n): tubos positivos/nimero total de tubos; (x): valores significativos protocolo A x B (p
=0,0019); (y): valores significativos entre os protocolos A x C (p < 0,0001); (k): valores significativos
entre os protocolos B x C (p=0,0065).

O protocolo de selecéao por filtragdo teve o melhor desempenho com relagéo
a eliminacdo de contaminantes, com apenas um (2,7%) tubo contaminado, seguida
pelo protocolo de selecdo por coquetel de antibi6ticos, que obteve 15 (41,6%)
tubos contaminados e por ultimo o protocolo de selecao por diluicdo seriada com
32 (88,8%) tubos contaminados dos 36 testados (tabela 4).0 grafico 4 mostra a

comparacéao entre o numero de tubos recuperados e contaminados.

Grafico 4. Numero de tubos recuperados comparados a tubos contaminados nos
protocolos de selecéo.
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6. DISCUSSAO

Adler et al. (1986) sugeriram que o fato mais critico em relagdo ao
isolamento e cultivo de leptospiras seria a contaminagdo do meio por outros
microrganismos, principalmente quando o isolamento € feito a partir de amostras
de urina ou tecidos. Adicionalmente, no campo veterinario, tal afirmagdo se faz
ainda mais valida, visto que a coleta de urina e sémen por meio de métodos
assépticos de coleta nem sempre sdo possiveis em condigbes de campo
(HUSSAINI e RUBY, 1976). Como nosso estudo foi realizado em condig¢des
controladas, com urinas recém emitidas, isto minimizou os niveis de
contaminag&o. |mportante observar, entretanto, que amostras contaminadas
podem ser inoculadas em meios de cultura seletivos contendo antibiéticos, ou
ainda filtradas para se reduzir os contaminantes (CARTER, 1988). Importante
observar que, com base nos resultado de urocultura, podemos afirmar que as
amostras utilizadas no presente estudo apresentavam niveis de contaminagéo
normal para individuos saudaveis, buscando reproduzir as condi¢gdes usualmente
verificadas em condigbes reais.

Em relacdo aos protocolos testados neste trabalho, o protocolo de
selecdo por diluicdo seriada apresentou baixa eficiéncia do protocolo para a
reducdo da contaminacdo dos cultivos, embora tenha apresentado um
desempenho significativamente melhor em amostras com maior concentragéo do
inoculo em relagdo aos demais indculos.

Ja o protocolo de selecdo por meio do uso de coquetel de antibiético
apresentou melhor resultado no que se refere a contaminagédo dos tubos. No
entanto, a recuperacao de leptopsiras nao foi boa, demonstrando que a reducéo da
contaminagéo nédo se refletiu num aumento evidente no numero de recuperagdes.
Embora a contaminagdo da amostra seja usualmente referida como o principal
fator de limitacdo para a recuperacédo de leptospiras a partir de material clinico
(BIAZOTTI, 2006), outros autores ja reportaram que esta associacdo nem sempre
€ observada. Schonberg (1981) mostrou que o uso de vancomicina (10 mg /L) e
de &cido nalidixico (50 mg /L) apresentaram pouco efeito em relacdo ao
crescimento e multiplicagdo das leptospiras. Ja nos casos de estreptomicina e
cloranfenicol, houve uma reducéo elevada da contagem de leptospiras, ocorrendo

a auséncia da multiplicagdo da bactéria. Assim, observa-se que, mesmo sendo um
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importante fator limitante para o crescimento de leptospiras, a contaminagéo nao é
0 unico fator a complicar a recuperacao de amostras. Neste protocolo, verificou-se
que a concentragdo original do inéculo de leptospiras mostrou-se como fator
importante para a recuperagdo destes microrganismos, uma vez que houve uma
significativa associagéo linear entre o inoculo original e a taxa de recuperacgao,
mesmo sem diferencgas significativas entre os serovares testados.

Embora o protocolo de selecdo por filtracdo tenha obtido o melhor
desempenho em relagcdo a descontaminacdo das amostras, apresentou baixa
recuperacao de leptospiras, com apenas um tubo com crescimento. Importante
observar que, embora a referéncia original deste método (RITTENBERG et
al.,1958) tenha recomendado o uso de membrana filtrante com poros de 0,45um,
no presente estudo utilizou-se a membrana com poros de 0,22 um. O uso deste
fitro com poros menores foi recomendado por Faine et al. (2000) para a
descontaminacédo de meios com pouco crescimento de leptospiras e abundante
contaminagdo, uma vez que um filtro maior ainda permite a passagem de
contaminantes. No entanto, embora tenha sido realmente eficiente para a
prevencdo de contaminagdo no meio semeado, talvez o uso de filtros com poros
menores (0,22 uym) possa ter prejudicado a recuperacgéo de leptospiras a partir de
amostras clinicas, quando o numero de leptospiras €& bastante inferior ao
observado em culturas ja crescidas.

Os resultados do presente estudo ndo mostraram diferencas
significativas entre os meios de cultivos testados considerando os trés protocolos
utilizados, mostrando que nas condi¢cbes utilizadas os meios se equivalem em
relacdo a recuperagao de leptospiras das amostras. Embora o meio de cultivo
EMJH acrescido de 5-FU tenha obtido o melhor desempenho em relagéao a redugao
de contaminantes, este fato ndo se refletiu num incremento nas recuperagdes de
leptospiras. Em contraste, apesar de ter havido grande contaminagédo nos tubos
com meio EMJH sem 5-FU, este foi o meio de cultura que possibilitou o maior
numero de recuperagbes. Os demais meios de cultura utilizados apresentaram
resultados intermediarios, variando em relagdo a contaminacgao e recuperacgdes de
acordo com o protocolo de selecdo empregado, sem que se demonstrasse
diferencgas significativas entre os meios de cultivo.

Desde o desenvolvimento dos primeiros meios de cultivo para

leptospiras, por Inada e colaboradores (1916), varios meios foram desenvolvidos,
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muitos com a mesma base, modificando apenas a suplementagdo. O
sequenciamento do genoma de leptospiras evidenciou a necessidade de
modificagdes relacionadas ao cultivo para o isolamento primario a partir de
amostras clinicas (NASCIMENTO et al., 2004). Bactérias fastidiosas requerem
suplementos diferenciados para o seu crescimento, diferentemente de outras,
como as pertencentes aos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Canicola, as quais
sdo isoladas com maior facilidade (FAINE et al., 2000).

No que se refere as diferencas observadas entre os serovares
estudados, observa-se que o serovar Grippotyphosa apresentou maior sucesso em
relacdo aos outros serovares testados na recuperacdo para este protocolo,
independente da concentragédo utilizada. Grippotyphosa é reconhecido como um
serovar ambiental menos exigente ao cultivo e associado a infec¢des incidentais.
Recentemente este serovar foi isolado de urina de cabras, representando o
primeiro isolamento no Brasil de leptospiras para esta espécie animal (LILENBAUM
et al.,, 2007). Desta forma, a hipotese de que diferentes estirpes de leptospiras
podem apresentar diferencas entre suas exigéncias de cultivos se fortalece com os

resultados observados neste estudo.

7. CONCLUSOES

Concluimos que o protocolo de selecao por diluicdo seriada mostrou o
melhor desempenho para a recuperacao de leptospiras em amostras frescas,
independentemente do meio de cultivo utilizado. Adicionalmente, a concentragéo
de leptospiras no inéculo mostrou-se como importante fator para o sucesso na
recuperacao, assim como o serovar envolvido, o que reforca a tese de que as

leptospiras tem exigéncias e comportamentos diferentes.
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