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1. INTRODUÇÃO 
 

A leptospirose é uma zoonose de ampla distribuição mundial, causada por 
bactérias patogênicas do gênero Leptospira (ADLER, 2015). Esta enfermidade afeta 
a vida de milhões de pessoas ao redor do globo e atualmente estima-se 
aproximadamente 59.000 mortes por ano (COSTA et al., 2015). Segundo dados do 
Ministério da Saúde, em 2017, somente no Brasil foram confirmados 3.051 casos da 
doença sendo 264 óbitos. No ano de 2018, até o mês de agosto foram confirmados 
1.876 casos e 155 óbitos (SAÚDE, 2018).   

As leptospiras possuem um formato alongado e helicoidal com comprimento 
que costuma variar entre 10 a 20 µm. Além disso, são bastante delgadas com 
aproximadamente 0,15 µm de diâmetro (PICARDEAU, 2017). Dos mecanismos de 
patogenicidade, a membrana externa é a principal estrutura de interação com o 
ambiente e o hospedeiro (ADLER, 2015). Uma das linhas de pesquisa com grande 
ênfase atualmente é o desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose utilizando 
proteínas de membrana externa deste microrganismo como antígeno (GRASSMANN 
et al., 2017). Porém, sua membrana externa é bastante frágil (HAAKE et al., 1991) e 
durante os protocolos laboratoriais rotineiros para manipulação in vitro da bactéria, 
que envolvem desde pipetagens sucessivas até centrifugação acima de 8000 g, 
pode ocorrer o rompimento da membrana levando a identificação de alvos vacinais 
de forma errônea, como por exemplo, proteínas citoplasmáticas (SOUZA, 2017).  
Outro problema relevante é a inviabilização da bactéria, que não permite que o 
microrganismo se replique in vitro.  

O objetivo desse trabalho é determinar um protocolo de centrifugação ideal de 
leptospiras onde se obtenham pellets destas bactérias com máxima qualidade e taxa 
de sobrevivência, sem que as mesmas apresentem danos visíveis ao microscópio e 
que impeçam a multiplicação in vitro do microrganismo. 

 
2. METODOLOGIA 

 
Leptospiras patogênicas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa 

Fiocruz L1-130 foram cultivadas em meio de cultura EMJH (Ellinghausen 
McCullough Johnson Harris) à 28 ºC em estufa incubadora B.O.D (Biochemical 
Oxygen Demand). As bactérias foram avaliadas sob microscopia de campo escuro e 
contadas com auxílio de câmara de Petroff-Hausser antes e após serem realizados 
os padrões de centrifugação estabelecidos. Foram testados três diferentes padrões 
de velocidade e tempo de centrifugação (Tabela 1) e amostras de 1 ml de cultivo de 
leptospiras foram submetidas a esses diferentes padrões conforme descrito. Como 
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controle positivo, utilizou-se uma cultura de leptospiras com ausência de 
centrifugação.  

 
Tabela 1 – Padrões estabelecidos de centrifugações com suas respectivas 

velocidades e tempos testados 
 

Padrão Velocidade por g Tempo 

I 8000 15 minutos 

II 3000 20 minutos 

III 14000 5 minutos 

 
As culturas de leptospiras foram contadas previamente e uma concentração 

de 108 leptospiras/ml foi submetida à centrifugação seguindo as configurações 
acima. 

Os pellets obtidos foram quantificados quanto à viabilidade e ressuspendidos 
novamente em meio EMJH, para que uma curva de crescimento bacteriano com 
inóculo de 105 leptospiras/ml fosse iniciada, testando se as leptospiras eram viáveis 
e capazes de multiplicar-se in vitro. Nos dias 6, 13 e 17 pós-inóculo, as leptospiras 
foram contadas e uma curva de crescimento foi determinada para cada condição. 
Todas as análises deste trabalho foram realizadas em triplicatas. Para avaliação dos 
dados estatísticos e geração das curvas de crescimento, foi utilizado o software 
GraphPad Prism 6.  

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 O experimento realizado tratou-se de um experimento piloto que foi 
desenvolvido como a primeira etapa de seleção de padrões de centrifugações. 
Dessa forma, será repetido com novas configurações de tempo e velocidade uma 
vez que nenhum dos padrões estabelecidos nesse trabalho levou ao rompimento da 
membrana e impediu a multiplicação das bactérias in vitro. Todos os padrões 
testados obtiveram crescimento de leptospiras, e as concentrações de leptospiras/ml 
obtidas em cada padrão estão apresentadas na Tabela 2 e Figura 1. 
 

 
Tabela 2 – Concentrações de leptospiras/ml obtidas ao longo da curva de 

crescimento bacteriano 

 
 

 
            

       

Amostra 
Dia após inóculo 

Dia 6 Dia 13 Dia 17 

Controle Positivo 1,17x108 1,27x109 5,07x108 

Padrão I 9,03x107 1,26x109 1,88x109 

Padrão II 6,03x108 9,17x108 6x108 

Padrão III 2,75x108 5,83x108 9,33x108 



 

 

 
 

Figura 1 – Curva de crescimento L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz 
L1-130 em meio de cultura EMJH à 28ºC submetidas a diferentes padrões 

centrifugação. As linhas representam a média e as barras o desvio padrão das 
triplicatas 

 
 
Por último, foi feita a análise estatística dos dados obtidos das curvas de 

crescimento usando o método two-way ANOVA (Analysis of Variance) através do 
software GraphPad Prism 6. Desta forma, conforme apontado por esta análise, não 
houve diferença significativa entre os valores.  

 
4. CONCLUSÕES 

 
Deste trabalho, conclui-se que os padrões de centrifugação aos quais as 

bactérias foram submetidas não foram capazes de romper sua membrana e 
tampouco inviabilizar seu crescimento in vitro.  
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