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1. INTRODUGAO

A leptospirose € uma doencga infecciosa,negligenciada, de distribuicdo
mundial e é causada por bactérias patogénicas do género Leptospira (FOUTS et
al., 2016). Estima-se que mais de 1 milhdo de novos casos ocorram anualmente
em humanos, resultando na morte de 58,9 mil pessoas (COSTA et al., 2015). A
zoonose também afeta outros animais, como bovinos e suinos (ELLIS, 2015).
Assim, ndo somente influencia a vida humana diretamente, como indiretamente,
se tratando sobre a reducdo da produtividade pecuaria (SANHUEZA et al., 2013).

Deste modo, torna-se indispensavel o desenvolvimento de métodos
profilaticos competentes como, por exemplo, as vacinas. Para a validagao da
eficacia vacinal é necessaria a experimentacdao animal, onde dois principios
basicos sao essenciais. O primeiro € a imunizacdo dos animais com o preparo
vacinal contendo o antigeno de interesse e, o segundo, a infeccdo dos animais
com leptospiras virulentas vivas, assim “desafiando” a vacina para comprovar sua
efetividade.

Entretanto, estudos utilizando microensaios in vitro com leptospiras
submetidas a diferentes condi¢des durante o cultivo, como alteragdes de
temperatura, podem influenciar na expressao de genes relacionados a fatores de
viruléncia e patogenicidade das bactérias (CAIMANO et al., 2014; LO et al., 2009;
QIN et al, 2006). Consequentemente, influenciando os resultados de
experimentos com desenvolvimento de vacinas. Em vista disto, este trabalho tem
como objetivo avaliar se diferengas durante o cultivo in vitro de Leptospira
interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae cepa RCA afetam a viruléncia dessa
espécie através da determinagcdo da dose de viruléncia (DV50%) em hamsters
Syrian (Mesocricetus auratus) que sdo o modelo animal suscetivel para infecgcao
aguda.

2. METODOLOGIA

A espécie patogénica L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae cepa
RCA foi cultivada em meio de cultura EMJH++ (ZUERNER 2005) sob
temperaturas de 28 °C (Experimentos 1.1 e 1.2) que é a temperatura descrita na
literatura como ideal para o crescimento (CAMERON, 2015) e de 37 °C
(Experimento 2), que simula a temperatura do hospedeiro mamifero. O
experimento 1 foi realizado em duplicata e a segunda repeticao do experimento 2
estd em andamento.

Para determinar se existem diferengas na viruléncia das bactérias nas fases
da curva de crescimento bacteriano, leptospiras oriundas de quatro pontos da
curva de crescimento bacteriano foram utilizadas. Para definir quais seriam os
pontos de escolha para as fases exponencial e estacionaria, uma curva de
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crescimento padrdo realizada em estudos prévios (dados nao publicados) foi
utilizada como modelo (Figura 1).

1.0x1010 4
1.0x100° 4

1.0x1008 4 == EMJH++ 28°C

== EMJH++ 37°C
1.0x10°7 4

1.0x109¢ ~

Concentragao de leptospiras/mi

1.0x1095 -

I 1 ] 1 ] 1 ] 1 ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias de Cultivo

I 1
18 20

Figura 1 — Curva de crescimento bacteriano de L. interrogans sorogrupo
Icterohaemorrhagiae cepa RCA cultivada em 5ml de EMJH++ a 28 °C (rosa) e a
37 °C (vermelho). Indculo inicial de 10° leptospiras/ml. As linhas representam a
meédia das 3 culturas contadas e as barras o desvio padrao

As fases de crescimento selecionadas foram i) fase inicial do crescimento
exponencial (E.l.); ii) fase mediana do crescimento exponencial (E.M.); iii) fase
final do crescimento exponencial (E.F.) e iv) fase estacionaria (Est.). Os dias
selecionados e as concentracbes de leptospiras/ml de cada experimento e
condicao estao representados na Tabela 1.

Exp 1.1 (28 °C) Exp 1.2 (28 °C) Exp 2 (37 °C)

Fase | EI. EM. EF. Est. EI EM. EF Est EI ' EM. EF @ Est
Dias 2 5 11 16 2 4 11 17 2 5 10 12
Lp/ml* | 6.10° 1.10" 3.10° 3.10° 5.10° 1.10" 4.10® 3.10° 7.10° 1.10" 4.10" 3.10’

* Lp/ml = leptospiras/ml

Tabela 1 — Delineamento experimental escolhido para as diferentes fases da
curva de crescimento bacteriano de Leptospira interrogans cepa RCA

Cada um dos cultivos em sua determinada fase de crescimento e condicéo
foram feitos e para determinar as doses de viruléncia para 50% dos animais
(DV50%) foi executada a inoculagcdo em hamsters Syrian. Este modelo bioldgico
foi selecionado pelo fato de ser de linhagem heterogénica, de pequeno porte e
capazes de reproduzir um quadro clinico de leptospirose aguda (GOMES-
SOLECKI et al., 2017). Os hamsters foram divididos em grupos de 3 animais com
10 a 12 semanas de idade. Cada grupo foi infectado com 1ml de leptospiras vivas
pela via intraperitonial com as concentragées de 10°, 10", 102 e 10° leptospiras/ml.

O fluxograma apresentado na figura 2 demonstra a metodologia utilizada
para realizar o experimento in vivo. Apés a infeccdo, os animais foram
monitorados diariamente buscando a presenca de sinais clinicos da doenca
durante 28 dias pods-infeccdo, respeitando todos os principios éticos de
experimentagdo animal (CEEA/UFPEL, n.° 4337-2015). Um animal cuja massa
corporal decaiu 10% ou ainda, animais sobreviventes ao final dos experimentos
foram eutanasiados por asfixia com CO, em camara especifica.
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Figura 2 — Fluxograma com a representagcao da metodologia da divisdo dos
grupos de animais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela sobrevivéncia dos animais infectados com
leptospiras virulentas geraram as doses de viruléncia que levam 50% dos animais
ao o6bito (DV50%) para cada condi¢cdo. Dessa forma, foi possivel comparar qual
condicdo de cultivo manteve a DV50% mais baixa. Os valores obtidos estédo
representados na tabela 2.

Exp 1.1 (28 °C) Exp 1.2 (28 °C) Exp 2 (37 °C)
Fase EI. EM. EF. Est EI EM. EF Est EI EM EF Est
DV50% | 3.16 3.16 10 >10° 1,78 1,78 17,8 562 <1 1,78 17,8 5,62

Tabela 2 — Doses de viruléncia para levar ao 6bito 50% dos animais infectados
com leptospiras virulentas (DV50%) em hamsters Syrian.

As diferengas observadas entre as fases do crescimento no experimento 2
nao foram significativas, indicando que cultivos mantidos a 37 °C podem ser mais
virulentos que os mantidos nos experimentos 1.1 e 1.2, onde foi utilizada a
temperatura de 28 °C. Esses resultados sugerem que a temperatura de 37 °C
pode simular mais adequadamente o ambiente do hospedeiro mamifero, fazendo
com que leptospiras sejam mais virulentas. Diferente disso, nos experimentos 1.1
e 1.2 houve um aumento da DV50% conforme o decorrer da curva de crescimento
bacteriano. Esta variacdo nos experimentos 1.1 e 1.2 podem indicar que um
cultivo mais velho, com menos substrato e mais produtos metabdlicos, pode
favorecer e selecionar o crescimento de bactérias mais adaptadas a um ambiente
com menor disponibilidade de recursos e de temperatura diferente a do
hospedeiro (28 °C).

4. CONCLUSOES

Nao existe diferengca nas DV50% dos animais infectados com cultivos que
cresceram a 37 °C em diferentes fases de crescimento.

Entretanto, a 28 °C as diferencas entre as DV50% da fase exponencial
inicial e mediana quando comparadas a exponencial final e estacionaria séo
significativas. Isto demonstra que nesta temperatura a fase de crescimento
bacteriano pode alterar a viruléncia das leptospiras e, consequentemente, os
resultados de experimentos de virulénciavacinologia onde se busca a viruléncia
adequada das leptospiras.
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