43 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
L)
‘;\k vty COClI INICIACAQ CIENTIFICA

AVALIAGCAO DO PAPEL DE ALTAS PASSAGENS DE CULTURA IN VITRO NA
VIRULENCIA DE Leptospira interrogans CEPA FIOCRUZ L1-130

GUILHERME AUGUSTO ROSA?; LIANA NUNES BARBOSA?; ANDRE ALEX
GRASSMANN? ALAN JOHN ALEXANDER MCBRIDE?®

"UFPel, CDTec, Nucleo de Biotecnologia, LPDI — guiguilherme.rosa@gmail.com
2 UFPel, CDTec, Nucleo de Biotecnologia, LPDI — liana.tlo@gmail.com; grassmann.aa@gmail.com
3 UFPel, CDTec, Nucleo de Biotecnologia, LPDI — alan.mcbride@ufpel.edu.br

1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma importante e negligenciada zoonose distribuida
mundialmente, estando presente em todos os continentes habitados (ADLER e
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; PICARDEAU, 2014). O agente etiolégico da
doenga sdo bactérias patogénicas do género Leptospira (ADLER, 2015). E uma
doenca com altos indices de morbidade e mortalidade, estimando-se cerca de 59
mil mortes e um milhdo de casos graves de leptospirose anualmente (COSTA et
al, 2015).

Ainda que importante, € uma bactéria pouco estudada e ha a lacuna de
conhecimento sobre diversas caracteristicas da bactéria, tanto no seu
comportamento in vitro quanto in vivo. H4 conhecimento sobre qual € a melhor
temperatura de cultivo, aeragédo, meio de cultura e se tais fatores afetam ou ndo o
comportamento da bactéria (BARBOSA, 2018). Nao ha a descri¢ao se leptospiras
patogénicas e adaptadas ao hospedeiro mamifero perdem ou n&o sua viruléncia
apos varias geragdes in vitro sem contato com seus hospedeiros, e se séo
capazes de recuperar sua viruléncia. Essas informagdes sao importantes em
pesquisa com leptospirose, principalmente quando se trata de estudos com
alguma espécie ou cepa patogénica a ser descrita ou a elaboragdo de uma vacina
contra a bactéria.

Este trabalho, portanto, tem como objetivo testar a se a bactéria perde sua
capacidade de viruléncia e adaptagcao ao hospedeiro mamifero apdés um alto
numero de passagens de cultivo in vitro, e se sdo capazes de recuperar tal
viruléncia através de readaptacao, a fim de melhorar o conhecimento sobre a
bactéria e otimizar pesquisas sobre a doenca.

2. METODOLOGIA

Para avaliar se a viruléncia € ou nao afetada com um alto numero de
passagens in vitro, utilizou-se bactérias Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, cultivadas em meio EMJH (Difco) a 28 °C.

Repicou-se as leptospiras duas vezes por semana, sempre em fase
exponencial para manter uma boa qualidade de cultivo até atingir os numeros de
24, 49 e 74 passagens in vitro, para a adaptagao ao meio e condi¢des de cultura
in vitro, o que pode levar a perda de viruléncia bacteriana (LEHMANN et al, 2015).

A qualidade da cultura bacteriana foi avaliada em microscopia de campo
escuro, no numero de passagens in vitro citados acima. Também armazenou-se
amostras destas culturas em nitrogénio liquido. Descongelou-se as leptospiras e
realizou-se a readaptacédo em 5 ml de meio EMJH, gerando mais uma passagem
in vitro, e seguiu-se para a contagem em Camara de Petroff-Hausser antes de
cada desafio.
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Para as leptospiras com 24 passagens in vitro, um protocolo para cultivo in
vivo foi testado utilizando Camaras de Membrana de Dialise (DMC) que foram
implantadas no peritbnio de ratos Wistar fémeas adultas, da espécie Rattus
norvegicus, com mais de 250 g (CAIMANO et al, 2014; GRASSMANN et al, 2015).
Empregou-se esta metodologia na a fim de recuperar a viruléncia perdida das
leptospiras com 25 passagens in vitro com o cultivo em DMC, readaptando as
bactérias ao hospedeiro mamifero. As bactérias recuperadas de DMCs foram
utilizadas imediatamente para a infeccdo dos animais e avaliar se recuperaram
sua viruléncia

A Dose Letal 50% (DL,,) foi calculada para as culturas depois das
passagens, a fim de avaliar se leptospiras perdem sua viruléncia apds diversas
passagens in vitro. Foram utilizados hamsters sirios (Mesocricetus auratus) com 8
a 12 semanas de idade, o modelo animal recomendado para estudos de
leptospirose aguda letal. Os grupos foram organizados com quatro animais em
cada grupo nos experimentos com 25 passagens in vitro e in vitro mais DMC, e
trés animais em cada grupo para os experimentos com 50 e 75 passagens. Para
as DL,, com 25 passagens in vitro e 25 passagens mais implante em DMCs, os
grupos de animais foram inoculados via intraperitoneal com 1 ml de cultivo nas
concentragbes de 10", 103, 10° e 107 leptospiras/ml. De forma semelhante, se
infectou os grupos animais com leptospiras de 50 e 75 passagens, nas
concentragdes de 10° 102 10* e 10° leptospiras/ml foram utilizadas para a DL,
Analisou-se os dados obtidos com o software Graphpad Prism 5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para testar a influéncia da passagem in vitro na viruléncia da espécie L.
interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, realizamos os testes com
bactérias com 25, 50 e 75 passagens. As culturas também seriam expostas a
readaptacdo ao hospedeiro mamifero em DMC para recuperar a viruléncia
possivelmente perdida, o que demonstrou-se desnecessario nos casos expostos
ao longo dos experimentos.

Desafiou-se animais com leptospiras com 25 passagens in vitro para testar
se este numero era capaz de gerar bactérias avirulentas. Também realizou-se em
paralelo o desafio de animais com leptospiras com 25 passagens in vitro e que
foram implantadas em DMCs, com a finalidade de que se readaptassem ao
hospedeiro, assim recuperando sua viruléncia. Com 25 passagens, as bactérias
continuaram virulentas, obtendo a mesma DL, de 1 leptospira em ambas as
condi¢cdes. Todos os animais dos dois grupos desenvolveram leptospirose aguda,

e sua taxa de sobrevivéncia esta representada na Figura 1.
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Figura 1 — Sobrevivéncia dos animais infectados com leptospiras cultivadas in
vitro por 25 passagens em meio de cultura EMJH a 28 °C.

Obtendo o resultado que 25 passagens nao levava a perda de viruléncia da
bactéria, n&o repetiu-se o uso da DMC nos experimentos com 50 e 75 passagens,
pois as bactérias se mostraram capazes de manter sua viruléncia.

Apesar do aumento do numero de passagens in vitro, as leptospiras foram
capazes de levar os animais de ambos 0s grupos a desenvolver leptospirose
aguda. Tanto as leptospiras com 50 e com 75 também obtiveram DL, de 1
leptospira. As taxas de sobrevivéncia dos animais infectados com leptospiras com
50 e 75 passagens estao representadas na Figura 2.
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Figura 2 — Sobrevivéncia dos animais infectados com leptospiras cultivadas in
vitro por 50 e 75 passagens em meio de cultura EMJH (Difco) a 28 °C.

Na maioria dos casos, culturas com altas passagens in vitro levam
bactérias patogénicas a perder sua viruléncia, por motivos como mutagdes ou
expressao diferenciada de genes de viruléncia, dentre outros motivos (FAINE,
1956; ELLINGHAUSEN, 1973; FRASER e BROWN, 2017).

Os cuidados ao repicar a cultura, como repicar bactérias com boa
motilidade em fase exponencial também sao importantes na manutencido da
viruléncia, sendo a fase de crescimento exponencial a mais impactante na
viruléncia das leptospiras, e a motilidade é um importante fator de viruléncia
(BARBOSA, 2018). Assim, para a perda de viruléncia talvez seja importante que
os repiques ocorram em fase de crescimento estacionaria, obtendo culturas
menos saudaveis, o que pode aumentar o acumulo de mutag¢des na bactéria e a
resultante perda na viruléncia. Os resultados obtidos demonstram que a
manutencdo de uma cultura saudavel em um meio de qualidade € capaz de
manter estavel a viruléncia da bactéria.

4. CONCLUSOES

e As leptospiras testadas sucessivamente passadas em cultura in vitro por
25, 50 e 75 vezes nao sofreram perda na sua viruléncia;

e A manutencdo de uma cultura saudavel, com leptospiras repicadas em
fase exponencial cultivadas em um meio de cultura de qualidade pode
ajudar na estabilidade da bactéria ao longo das passagens in vitro.
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