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RE5UMO: Com o objetivo de estudar compa-

rativamente os métodos de 1isolamento de
leptospiras, através das técnicas da

pipeta Pasteur e a das diluigbes seria-
das, em meio de cultura de Fletcher
tratado com os antimicrobianos 5-fluor-

uracil (5-FU) na concentracgao de 100
microgramas por mililitro ou o sulfato
de neomicina na concentracdo de 2,5
microgramas por mililitro, foram exami-
nados 60 pares de rins obtidos de
hamsters jovens, experimentalmente 1ino-

culados com estirpes virulentas de Lep-
tospira interrogans sorotipo pomona. Os
trinta animais do grupo “A"™ foram 1inocu-
lados com uma estirpe que apresentava 33
passagens em hamsters. o grupo "B*“cfoi
constituido por outros trinta animais
inoculados com a estirpe que contemplava
apenas duas passagens em hamsters.
Decorridos trés a sete dias da inocula-
céo, todos os animais vieram a O6bito ou
foram sacrificados em estado aganico.
Nesta oportunidade, a existéncia de
leptospiras em todos o0s rins processados
foi confirmada por pelo menos um de trés
métodos utilizados para a visualizacgéao
do agente: exame direto em microscopia
de campo escuro, coloragcao de Levaditi,
e a reacdo de iraunofluorescéncia direta.
Segundo estas técnicas, 0s materiais
provenientes do grupo "A" foram caracte-
rizados como apresentando maior riqueza
em leptospiras do que aqueles origina-
rios do grupo “8". Os resultados das
provas culturais variaram conforme a
estirpe de Leptospira utilizada. Para o
grupo "A" o método de isolamento mais
sensivel foi a técnica das diluigdes
seriadas em meio tratado com o 5-FU.
Para o grupa "B" as diferengcas observa-
das entre as técnicas ensaiadas foram
desprovidas de valor estatistico ao
nivel de significancia adotado ( a-=

0,05), no entanto, o meio tratado com o

5-FU foi o que apresentou o melhor com-

portamento: p < 0,001 e p = 0,024,

respectivamente para as técnicas da

pipeta Pasteur e a das diluicdes seria-
das.

UNITERMO5: Lepstopira pomona, isolamen-
to: Tecido renal: Antimicro-
bianos: Fluoracila; Neomici-
na; Hamsters

INTRODUGAO

o diagnéstico laboratorial da Lep-

tospirose tem por objetivo o atendimento
de trés questdes fundamentais: a primei-
ra é a de confirmar ou nao a suspeita
clinica do caso; a segunda é a de que
tal confirmacgéo se estabeleca o mais
rapido possivel, a fim de orientar a
terapia especifica do paciente comprome-
tido e a terceira é a da identificacao
do sorotipo de leptospira envolvido (3).

5e as duas primeiras questdes,
anteriormente citadas, podem ser escla-
recidas com o emprego de provas sorolo-
gicas, entre as quais se destaca a rea-
¢do de soro-ag lutinacdo microscopica (7,
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25) ou mesmo através de métodos que
permitam a visualizacdo do agente etio-
légico, tais como a mi"croscopia de campo

escuro (7, 25, 30), as técnicas de colo-
racdo por sais de prata (7,25) e inclu-
sive a reacdo de imunofluorescéncia
direta (7, 30), a terceira questao s
poderda ser esclarecida através do isola-
mento do agente em meio de cultura ou
por inoculacdo em animais de laboraté-

rio, com a sua posterior tipificacéo,
segundo métodos imunologicos (7, 13,
25) .

0 complexidade e o custo dos méto-
dos de isolamento de patdgenos em siste-
mas biolodgicos representados por animais
de laboratdério tém estimulado o desen-
volvimento de técnicas que permitam a
replicacdo de microrganismos em meios de
cultura artificiais. Tal conduta, além
de ser mais econémica, ¢ muito mais
estavel do que o uso do animal de labo-
ratorio (7, 13).

e fato, na leptospirose , as provas
diretas de isolamento do agente, em meio
de cultura, assumem uma grande importén-
cia epidemiolodgica e tém sido objeto de
preocupacdo de numerosos pesquisadores
(2, 17, 22, 31); no entanto, ainda néo
foi encontrado um procedimento ou uma
combinacdo de procedimentos que consiga
reunir as caracteristicas de sensibili-

dade, especificidade, facilidade de
aplicacdo e custos desejados, particu-
larmente para o0s programas massais que

envolvam o exame de grandes
de materiais.

P principal dificuldade observada
nas técnicas disponiveis para o isola-
mento de leptospiras, a partir da inocu-
lacdo de materiais suspeitos em meios de
cultura, é a presenga de microrganismos
contaminantes (14, 19, 20, 27) . Tais
microrganismos, freqlentemente, sdo de
rapido crescimento e, durante 0 seu
desenvolvimento, acabam por alterar o
meio de cultura, impedindo com isto, a
multiplicacdo das leptospiras, cujo pe-
riodo de geracdo é relativamente longo
com, extremos de sete a 12 horas (13).

0 controle da contaminacdo dos
inéculos suspeitos de conter leptospiras
tem sido tentado pela técnica das dilui-
¢bes seriadas, por processos de filtra-
cdo através de filtros inertes ou bio-
lIégicos (25), bem como pelo emprego de
meios de cultura seletivos, obtidos pela
incorporacéo aos meios basicos, de
substancias com acdo antimicrobiana que
devem 1inibir o crescimento dos microrga-
nismos indesejaveis e interferir o mi-
nimo possivel sobre o desenvolvimento
das leptospiras (3, 14, 19, 20, 27).
Entre 0s antimicrobianos mais estudos,
em termos de meios de cultura seletivos
para leptospiras, destacam-se o 5-fluor-
uracil (14) e o sulfato de neomicina

(20) que serdo objeto do presente traba-
lho.

quantidades

Embora a técnica das
* Difco
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diluicdes

seriadas seja reconhecida internacional-
mente como método de escolha para o
isolamento de leptospiras (7), sua exe-
cucdo é muito laboriosa e pouco pratica,
particularmente quando o exame laborato-
rial ¢ encarado como um dos elementos
que alimentam os servigos de vigiléncia
epidemiolégica destinados a controlar as
doencgas que acometem populagbes de ani-
mais.

As limitacoes referidas para a
utilizacao da técnica das diluigdes
seriadas fizeram com que alguns pesqui-
sadores procurassem adotar técnicas al-
ternativas mais simples, entre as quais
se salienta a da pipeta Pasteur (10)
que, devido a facilidade de emprego,
passou a ser adotada rotineiramente por
alguns pesquisadores (15, 21, 31); no

entanto, até o presente, ainda ndo foi
realizado um estudo comparativo que
permita confirmar a eficiéncia deste
processo com relacdo a técnica padrao

das diluigdes seriadas.

Oeste modo, 0 objetivo do presente
trabalho foi o de estudar, comparativa-
mente, as técnicas de isolamento de
leptospiras, através da pipeta Pasteur e
das diluigdes seriadas, em meios de
cultura com o0s agentes antimicrobianos
5-fluor-uracil ou o sulfato de neomici-
na, tendo como indicador da existéncis
de leptospira no material suspeito, 0s
resultados das provas de visualizacéo
direta em campo escuro, Levaditi e imu-
nof luorescéncia direta. Tal estudo foi
realizado a partir de espécimens de
tecido renal colhidos de hamsters expe-
rimentalmente infectados com duas estir-
pes virulentas de Leptospira interrogans
sorotipo pomona.

MATERIAL E METODOS

0 meio
McCullough,

liquido de El linghausen,
Johnson e Harris (EMJH)* foi
utilizado para o crescimento dos anti-
genos empregados na reacdo de soro-
aglutinacao microscopica. Sua preparacgao
seguiu a indicacdo do fabricante conm
excegao da fonte de enriquecimento que
foi representada por 10% de soro normal
estéril de coelho, inativado a tempera-
tura de 56 0C por 30 minutos e de L-
asparagina e cloreto de calcio e magné-
sio (30). Todos 0s lotes utilizados
foram submetidos aos testes de esterili-
dade e de crescimento (25).

0 meio semi-solido de Fletcher* foi
empregado nas provas de isolamento de
leptospiras, no preparo de inéculos
utilizados para provocar a infeccéo
experimental em hamsters e também para a
producgao dos soros hiperimunes. 0 seu
preparo seguiu a indicacdo do fabrican-
te, sendo enriquecido com 10% de soro
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normal estéril de coelho, inativado a
temperatura de 56<C por 30 minutos.
Cada lote de meio de Fletcher foi

subdividido em trés parcelas de igual
volume, uma das quais permaneceu 1inalte-
rada; a outra adicionou-se 5-fluor-
uraci U (14) na concentracdo final de

100 microgramas por mililitro de meio e
a outra, sulfato de neomicina ** (20)
na concentracdo final de dois e meio
microgramas por mililitro de meio. Estes
antimicrobianos foram acrescentados apés
a autoclavacdo e resfriamento do meio

bdsico, justamente na ocasido em que era
adicionada a fonte de enriquecimento.
Nesta operacdo a esterilizacdo da solu-

¢do de cada um dos agentes antimicrobia-
nos utilizados foi executada pela fil-

tracao através de membranas filtran-
tes#** , com o.2. micrémetros de porosi-
dade. Ds meios foram distribuidos em
tubos de vidro de 160 x 1. milimetros,
providos de tampa pléastica rosquedvel,

em volumes de
tubo. Todos 0s

cinco mililitros por
lotes utilizados foram
submetidos aos testes de esterilidade e
de crescimento (25).

0 diluente adotado para o preparo
das suspensdes de d6rgdos e para a dilui-
¢do dos anti-soros foi representado por
uma solugcdo salina tamponada de Sorensen
estéril (25).

0s indculos utilizados foram duas
estirpes virulentas de Leptospira inter-
rogans sorotipo pomona, identificadas
pela prova de absorcdo de aglutininas
(25), obtidas, respectivamente, na
Salsbury Laboratérios Ltda. (estirpe
"P", com 39 passagens em hamsters), e no
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de 530 Paulo (estirpe “B*
com duas passagens em hamsters), P manu-
tencdo das caracteristicas de viruléncia
das duas estirpes referidas foi obtida
por conservacéao em nitrogénio liquido
(4), em ampolas de vidro contendo 35% da
cultura em meio liquido (com cinco a
sete dias de crescimento), 1o% de soro
normal estéril de coelho inativado a
temperatura de 56<C por 30 minutos e 5%
de glicerina neutra estéril.

Os soros hiperimunes, utilizados

nas provas de soroaglutinacdo microscol-
pica para identificacao das amostras
isoladas e tambénm, no caso da estirpe

"R™, para o preparo do conjugado empre-

gado na reacao de imunofluorescéncia
direta, foram preparados em coelhos
jovens, com dois quilos de peso vivo,
através de uma série de aplicagcdes dos
cultivos pela via endovenosa, na veia
marginal da orelha, em doses sucessivas
de 1, 2, 4, B e B mililitros de cultura
viva, administrados a cada sete dias
(25)

0 conjugado anti-Leptospira pomona
estirpe "R foi preparado a partir do

respectivo soro hiperimune, através de
sua precipitacdo em solucdo de sulfato
de amdnio a 30% de saturacéo. Concluido
* Hofman La Roche
# Squibb Industria Quimica SA.
++* Millipore Industria e Comércio Ltda.
(XY X] S|gma

0 processo de diatise para a retirada do
sulfato de amoénio, 0 teor proteico da
fracdo globullnica obtida foi determina-
do através do método do Biureto (9) e, a
seguir, foi adicionado o fluorocromo na
proporcdo de o,02 miligramas de isotio-
cianato de fluoresceina**** para cada
miligrama de proteina do soro precipita-
do. Ppés a conjugacao, houve novo
processo de dialise para retirar 0
excesso de fluorocromo livre, ndo conju-
gado (9). P diluicdo d6tima do conjugado
para emprego na reacdo de imunofluores-
céncia direta foi a de 1:40.

o método de isolamento de leptospi-
ra através da técnica da pipeta Pasteur
foi realizado como segue: com 0 emprego
de uma espatula metdlica aquecida ao
rubro, procedeu-se a cauterizacdo da
superficie externa dos rins trabalhados.
R seguir, as areas tratadas foram perfu-
radas pela extremidade de uma pipeta
Pasteur estéril, previamente partida,
rea lizando-se alguns movimentos rotato-
rios a fim de facilitar a extracao de um
diminuto fragmento do 6rgdo que foi
imediatamente semeado, sob condigbes de
assepsia, nos diferentes tipos de meio
de cultura empregados (7, 10, 25). Para
cada tubo de meio de cultura foi utili-
zada uma oOnica pipeta Pasteur. Os tubos
semeados foram incubados em estufas
reguladas para manter a temperatura de
28< C onde permaneceram durante seis
semanas, sendo as leituras realizadas
semanalmente em microscopio Optico****"com
ocular 10X, objetiva 40X e condensador
de campo escuro .

o método de isolamento de leptospi-
ras, através da técnica das diluigdes
seriadas, foi executado adotando-se 0
seguinte procedimento: sob condigbes de
assepsia, . foram pesados e macerados 0s
fragmentos de rins, de modo a fornecer
uma suspensao a 10% (peso /vo lume) em
solucéo salina tamponada de Sorensen
estéril. Esta suspensdo foi submetida a
uma centrifugacdo a 2.000 rotacgdes por
minuto, durante cinco minutos, para
retirada de restos celulares grosseiros;
a seguir, sob condigcdes de assepsia e
com seringa e agulha estéreis, foram
preparadas trés diluigdes seriadas de
razdo dez, de modo a fornecer as concen-
tracdes finais de 1 ,0; o.: € o,01% que

foram semeadas nos diferentes meios de
cultura ensaiados (13, 25, 30). 0 volume
de inéculo por tubo de meio de ~cultura

foi de o.+ mililitro. Rp6s a semeadura
0s tubos foram incubados & temperatura

de 28<C, durante seis semanas, com lei-
turas semanais em microscopia de campo
escuro, conforme descrito para técnica

da pipeta Pasteur.

A reacdo de imunof luorescéncia di-
reta foi executada em impressdes de
fragmentos de rins, preparados em lami-
nas de microscopia, secas em temperatura
ambiente e fixadas durante cinco minutos
em acetona pura refrigerada. Para cada

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(2)221-235, 1988.
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conjunto de Laminas examinadas foram
sempre 1incluidos os controles positivo e
negativo. Ps impressdes foram demarcadas
com duas areas de extensdo aproximada de
um centimetro quadrado. Na primeira fase
de reacdo foil colocado, em uma das A&reas
demarcadas, o0 soro hiperimune puro anti-
Leptospira pomona estirpe "R*“5 a seguir,
as laminas foram transferidas para cama-
ra omida e mantidas em estufa a tempera-

tura de 37<C durante 30 minutos. Rpos a
incubacdo as léaminas foram rapidamente
enxaguadas e lavadas com solucdo salina

tamponada e,
segunda

a seguir, foi 1iniciada a
fase da reacdo que consistiu na
aplicacéo do conjugado anti-Leptospira
pomona estirpe “fl" sobre as duas areas
delimitadas nas laminas, repetindo-se
todo o processo de incubacdo e lavagens
ja relatado. P leitura das reag¢des de
imunofluorescéncia direta foi realizada
em microscopio de fluorescéncia* com
ocular 10X, objetiva de imersdao PLRNRPO
40/1,0 e condensador de campo escuro.

fl técnica de Levaditi foil executada

conforme 0 procedimento descrito por
McMPNUS & MOWRY, 16 (1965) e a observa-

¢do das preparacdes foi realizada em
microscoépio optico** com ocular 12,5X,
objetiva 47,5X e condensador de campo
claro.

0 exame direto em microscopia de
campo escuro foi realizado através do
exame de uma gota das suspensdes de
tecido renal a 10%, peso-volume, em
microscépio optico*** com ocular 10X,
objetiva 40X e ~condensador de campo
escuro (7, 25, 30).

R reacdo de soro-aglutinacéo mi -
croscépica (25) foi utilizada para a

tipificacdo das estirpes virulentas de
Leptospira interrogans sorotipo pomona
empregadas na infeccdo experimental,
para a titulacdo dos antl-soros produzi-
dos e para a 1identificacdo primaria dos
isolamentos obtidos.

0 sistema biolodgico
a reproducdo experimental da
rose foi representado por 60
(Mesocricetus auratus) jovens,
cificacao de sexo e com peso
riando entre 30 a 120 gQramas.

Os 60 hamsters trabalhados
aleatoriamente divididos em dois
de igual tamanho, inoculados, respecti-
vamente com as estirpes "fI' e "B". Cada
animal recebeu o volume de 0,5 mililitro
do respectivo inéculo, anteriormente
referido, através da via intraperito-
nial, tomando-se, nesta oportunidade, os
cuidados usuais de assepsia.

Pp6s a inoculacdo os animais foram
mantidos em infectério com observacgédo
didria para a constatacao do aparecimen-

utilizado
leptospi-
hamsters
sem espe-
vivo va-

foram
grupos

to dos sinais clinicos: o término da

fase de observacdo foi estipulado ou

pelo o6bito natural ou pelo sacrificio do

animal quando em fase agb6nica. Imediata-

mente apés a morte ou sacrificio, 0s
+ Carl Zgiss

*» Bausch & Lomb
Wild

Lysoform S.A. IndUstrias Quimicas
Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(2)221-235,1988.

parQg(‘)nico

hamsters foram submetidos a imerséo em
uma solucdo aquosa de Lysoform**** a 10%
durante 15 minutos. P seguir, tomando-se
0s cuidados wusuais de assepsia, proce-
deu-se a colheita dos rins, utilizando-
se dois conjuntos de material cirlrgico
estéril por animal, um para exposicao
das cavidades tordxica e abdominal e
outro para a colheita dos rins
propriamente dita. Ppés a colheita 0s
rins foram imediatamente transferidos
para placas de Petri estéreis, sendo
submetidos as provas de isolamento e de
visualizacao das leptospiras
anteriormente citadas.

0 tratamento
para 0 estudo da
associacao entre 0s resultados dos
exames dos materiais colhidos dos ani-
mais inoculados com as duas estirpes de
Leptospira interrogans sorotipo pomona
utilizadas, foi realizado através do

estatistico ad
existéncia de

teste de Qui-quadrado (26). Para anéalise
dos resultados obtidos a partir dos
orgaos colhidos de animais inoculados
com uma mesma estirpe de Leptospira
interrogans sorotipo pomona, segundo as
diferentes técnicas nos diversos meios
de cultura empregados, foram aplicados
os testes da Binominal e de Cochran

(20), respectivamente, para o estudo de
associacdo entre dois grupos e para mais
do que dois grupos. o nivel de signifi-
cancia adotado foi o de 0,05.

RESULTADOS

Os 60 hamsters, experimentalmente

inoculados com as duas estirpes virulen-
tas de Leptospira interrogans sorotipo
pomona, apresentaram sinais clinicos e

morreram ou foram sacrificados em estado
entre o terceiro e o sétimo dia
de 1inoculacao. fl sintomatologia consta-
tada foi representada por erigamento do
pelame, 1incoordenagdao motora, taquipnéia
e prostracéo. Apés a morte ou sacrifi-
cio, os hamsters foram necropsiados e as
lesbes macroscopicas observadas, embora
apresentando alguma variacdo individual,
consistiranm basicamente de: a) hemor-
ragias nasais e na bexiga urinaria; b)
ictericia do tecido subcutédneo e muco-
sas; ¢) aumento de volume e congestdao do
figad.o e bacgo.
Na Tab. 1 encontram-se os resulta-
dos dos exames realizados nos 30
hamsters 1inoculados com a estirpe "fl“ de
Leptospira interrogans sorotipo pomona,
tanto para as técnicas de visualizacédo
do agente quanto para as de isolamento.
0s valores apresentados na Tab. 1
revelam que, para as trés técnicas de
visualizacdo de leptospiras empregadas,

otado
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a presenca do agente foi confirmada em
todas as oportunidades. Relativamente as
técnicas de isolamento aplicadas aos
diferentes meios de cultura adotados, a
sensibilidade variou de ss% para a téc-
nica da pipeta Pasteur em meio de cultu-
ra contendo neomicina, até 100% para a
técnica das diluigcbes seriadas em meio
de cultura contendo o 5-fluor-uraci I.
Saliente-se, no entanto, que o0s animais
de numeros s e 26 apresentaranm cultivo
positivo somente para a técnica das
diluigcbes seriadas.

Persistindo na apresentacgao dos

resultados relatados na Tab. 1, pobde-se
constatar que, para as técnicas de cul-
tivo aplicadas ndo houve nenhum caso de
isolamento apenas em meio de cultura
contendo neomicina; no entanto, segundo
a técnica das diluigdes seriadas, 0
animal de numero 24 foi confirmado como

positivo apenas através do meio de cul-
tura contendo 5-fluor-uracil.

Na Tab. 2 encontram-se os resulta-
dos dos exames realizados nos 30
hamsters inoculados com a estirpe "B" de
Leptospira interrogans sorotipo pomona,
tanto para as técnicas de visualizacgéo
do agente quanto para as de isolamento.

Os valores apresentados na Tab. 2
revelam que, para as trés técnicas de
visualizacéo de leptospiras empregadas,
pode-se constatar que todos os animais
trabalhados apresentaram resultado posi-

tivo frente a pelo menos uma delas.
Houve, no entanto, variacdo entre 0s
resultados observados, encontrando-se
menor sensibilidade para o exame direto

em microscopia de campo escuro (76,6%);
a imunofluorescéncia direta ficou em uma
situacdo intermedidria 03,3%) e a colo-
racao pela técnica de Levaditi foi posi-
tiva em todas as oportunidades (1o0%)-
Entre as discordancias observadas res-
salta-se 0o comportamento do animal de
namero 25, positivo apenas segundo a
coloracéao de Levaditi; oS animais de
numero 1, 7, s , 11, 17 e 20, negativos
no exame direto em microscopia de campo
escuro e o animal de numero s, negativo
para a técnica de imunof luorescéncia
direta.

Continuando a apresentar
referidos na Tab. 2, pode-se observar
que, para as técnicas de isolamento
aplicadas aos diferentes meios de cultu-
ra empregados, constata-se que 0S va-

os valores

lores de sensibilidade obtidos variaranm
de 43,3% para a técnica da pipeta Pas-
teur em meio de cultura contendo neomi -

cina, até 30% para a técnica da pipeta
Pasteur em meio de cultura contendo 5-
fluor-uraci 1. 5aliente-se, no entanto,

que os animais de nUmeros s e s apresen-
taram resultados negativos para as duas
técnicas utilizadas. Segundo a técnica

da pipeta Pasteur, foram positivos ape-
nas em meio de cultura contendo 5-fluor-
uracil os animais de nUmeros 3, 5, 13,
19, 25 e 29 e, exclusivamente no meio de

cultura isento de agentes antimicrobia-
nos, o animal de nlGmero 7. Quanto a
técnica das diluicdes seriadas foi veri-
ficada a positividade exclusivamente em

meio de cultura contenda 5-fluor-uracil
para os animais de numeros 2, 10, 19 e
29 e apenas em meio de cultura isento de

agentes antimicrobianos
nimero 25.

0 estudo do comportamento das
estirpes virulentas de Leptospira inter-

para o animal de

rogans sorotipo pomona frente aos dife-
rentes métodos de cultivo, através do
teste de Qui-quadrado (28), revelou
serem significantes (a= 0,05) as dife-
rencas entre o0s isolamentos obtidos
através da técnica das diluigdes seria-
das, para o meio de cultura isento de
agentes antimicrobianos e o0 meio de
cultura contendo 5-fluor-uracil. R pro-
babilidade calculada para que tais dife-

fossem decorrentes do acaso esta
intervalo entre 0,025 a 0,04.
foram ndo significan-

rengas
contida no
Em contrapartida,

tes (p > 0,05) as diferengas observadas
entre os 1isolamentos das duas estirpes
pela técnica das diluigcldes seriadas em
meio de cultura contendo neomicina e enm
todos os tipos de meios de cultivo tes-
tados segundo a técnica da pipeta Pas-
teur.

Na Tab. 3 sdo ressaltados os totais
dos resultados apresentados nas Tab. 1 e
2, com 0s correspondentes valores de

probabilidade associados segundo os tes-
tes de significancia aplicados.

Para 0s ensaios realizados com a
estirpe "R <%, foi constatada diferenca
significante (p = 0,008) entre as téc-
nicas de isolamento empregadas, apenas
quando o meio de cultura continha  5-
fluor-uracil. Para o meio de cultura

antimicrobianos e meio
neomicina, embora os

isento de agentes
de cultura contenda

resultados absolutos tenhanm sido mais
elevados, segundo a técnica das dilui-
¢Bes seriadas, as diferencas observadas
foram admitidas como casuais ao nivel de
significancia adotada (p > 0,062).
Persistindo na apresentacéo dos

resultados dos exames efetuados com a
estirpe "fl", analisando-se agora, sepa-
radamente, 0o comportamento de cada uma
das técnicas de cultivo, conforme o tipo
de meio de cultura utilizado, pode-se
verificar a inexisténcia de significan-
cia (o.10 < p <0 ,20) entre os resulta-
dos 76,5; 75,6 e 53, respectivamente
para os meios de cultura isento de
agentes antimicrobianos, contendo 5-
fluor-uracil e contenda neomicina, obti-
dos peto método da pipeta Pasteur. Para
a técnica das diluigcdes seriadas houve
diferenga significante (p = 0,031) ape-
nas entre os meios de cultura —contenda
5-fluor-uracil (100%) e meio de cultura
contendo neomicina (80%).

Quanto aos resultados obtidos com a
estirpe "B*“% embora os valores absolutos
tenham sido mais elevados segundo a

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(2):221-235, 1988.
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técnica da pipeta Pasteur para o meio de
cultura contendo 5-fluor-uraci |l e para a
técnica das diluicdes seriadas frente
aos outros dois tipos de meio de cultura
empregados, tais diferencas foram admi-
tidas como decorrentes do acaso ao nlvel
de significancia adotado (p > 0,062).

Persistindo na apresentacdo dos re-
sultados dos exames efetuados com a
estirpe 10", analisando-se agora, sepa-
radamente, 0o comportamento de cada um
dos métodos de cultivo, conforme o tipo
de meio de cultura utilizado, pode-se
verificar a existéncia de significancia
(p < o0o,001) entre os resultados obtidos
pela técnica da pipeta Pasteur para os
trés tipos de meio de cultura adotados,
havendo uma relacdo decrescente em ter-
mos de sensibilidade, respectivamente,
conforme a seguinte ordem: meio de cul-
tura contendo 5-f luor-uraci I, meio de
cultura 1isento de agentes antimicrobia -
nos e meio de cultura contendo neomici-
na. Para a técnica das diluigcdes seria-
das houve diferenca significante entre
os trés tipos de meio de cultivo empre-
gados (0,02 < p < 0,025), constatando-
se, no entanto, no estudo das combina-
¢bes dois a dois pelo Teste da Binomial,
haver diferenca significante (p = o ,011)
apenas entre o meio de cultura contendo
5-f luor-uraci I e meio de cultura conten-
do neomicina.

Com 0o objetivo de oferecer subsi-
dios para a avaliacdo dos aspectos rela-
tivos ao tempo consumido para a consta-
tacdo de culturas positivas segundo as
técnicas de cultivo ensaiadas, foram
construidas as Fig. 1 e 2. Estas figuras
apresentam os nomeros de cultivos posi-
tivos em uma dada semana de observacéo
sobre os totais de cultivos confirmados
como positivos durante as seis semanas
de observacdo. Na confecg¢do das Fig. 1 e
: foram reunidas todas as culturas posi-
tivas, segundo a técnica de isolamento e
a estirpe de leptospira, sem levar em
consideracdo o tipo de meio de cultura
emp regado.

fl Fig. 1 representa o comportamento
das duas estirpes de leptospiras empre-
gadas conforme os resultados dos culti-
VoS realizados segundo a técnica da
pipeta Pasteur.

fl Fig. 2 exprime o comportamento
das duas estirpes de leptospiras utili-
zadas conforme os resultados dos culti-
VoS realizados segundo a técnica das
di luigdes seriadas.

fl observacao das Fig. 1 e 2 revela
que, para as duas técnicas de cultivo
ensaiadas, 0 numero de culturas positi-
vas obtidas por ocasiao da primeira
semana de observacdo foi sempre maior
para Leptospira interrogans sorotipo
pomona estirpe “fl". Nas semanas subse-
quentes com excecdo da segunda semana,
para a técnica da pipeta Pasteur, 0s
percentuais de 1isolamentos obtidos para
a estirpe "B* foram 1iguais ou superiores
aqueles constatados para a estirpe "fl*

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(2)221-235,1988.

Cumpre novamente ser salientada a exis-
téncia de isolamentos efetuados por
ocasiédo da sexta semana de observacao
para as estirpes "o ““e % “, segundo as

duas técnicas de isolamentos empregadas.

015CUSSQO

fl reproducéo experimental de um
quadro septicémico com desfecho fatal
entre o0 terceiro e o sétimo dia pos-
inoculagcdao em todos os 60 hamsters expe-
rimentalmente inoculados com as duas
estirpes de Leptospira interrogans soro-
tipo pomona empregadas, confirma a
exceléncia desta espécie animal como
modelo experimental da leptospirose agu-
da (1, 5, 12, 18, 24, 26) e oferece

subsidios para o estabelecimento do
primeiro paréametro a ser considerado,
quanto a avaliacdo das técnicas cultu-

rais ensaiadas, ou seja, todos os ani-
mais trabalhados apresentaram um quadro
clinico e lesdes macroscopicas compati-
veis com aqueles ja referidos, quando do
emprego de estirpes de leptospiras viru-
lentas no sistema biolo6gico adotado.

3 resultados das técnicas de Vvi-
sualizacdo de leptospiras, apresentados
nas Tab. 1 e 2, demonstram a existéncia
de diferencas comportamental5 para as
duas estirpes de Leptospira interrogans

sorotipo pomona utilizadas. 5e, para a
estirpe °Tl7, a quantidade d« leptospiras
existentes no tecido renal dos animais

experimentalmente inoculados permitiu a
constatacado da presenca de microrganis-
mos em todos os 30 animais trabalhados
segundo as trés técnicas aplicadas; para
a estirpe “B" houve sete resultados
negativos ao exame direto em campo escu-
ro e dois resultados negativos frente &
reacdo de imunofluorescéncia direta. Por

outro lado, mesmo nos exames com resul-
tados positivos, a quantidade de leptos-
piras constatadas nos animais 1inoculados

com a estirpe "B" foi sempre muito infe-
rior aquela observada piara _a estirpe
i T Tal situacdo poderia®™ ser interpre-
tada como conseqUéncia das .diferencgas

existentes nas duas estirpes testadas,
quanto ao nomero de passagens realizadas
no sistema bioldégi-co empregado. De fato,

a ocorréncia de modificacles na vi-
ruléncia de amostras de Ceptospiras
subseqiente a passagens sucessivas em um
determinado sistema bioldgico ja foram
aventadas (::, 29).

Particularmente, no que .se refere
aos resultados da reacdo" de imunofluo-
recéncia direta, deve também, ser consi-
derada a possivel influéncia do conju-
gado empregada, .pois, a despeita da
reacao ser considerada como técnica
sorogrupo especifica (7) ,. Bs"exames ci*
impressoes de materiais obtidos de ani-
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inoculados com a estirpe "B 77,
conjugado preparado com a
invariavelmente muito
conside-

mais
empregando-se
estirpe "A“5 foranm
pobres. Esta hipb6tese deve ser
rada pois, PHANEUF, 22 (1370), estudando
comparativamente técnicas de visuali-
zagéo de leptospiras, concluiu ser a
reacdo de imunofluorescéncia direta mais
sensivel do que a técnica de <coloracéo
por sais de prata.
A despeito
rencgas nos resultados das
visualizacao de leptospiras

da constatacao de dife-
técnicas de
aplicadas ao

tecido renal dos animais trabalhados, a
presenca do microrganismo foi caracteri-
zada em todas as oportunidades, através
de pelo menos uma das técnicas utiliza-
das, segundo as duas estirpes de Leptos-
pira interrogans sorotipo pomona empre-
gadas.

Relativamente aos resultados das
técnicas de cultivo realizadas com os
materiais provenientes dos animais ino-
culados com a estirpe "A", que apresen-
tava 39 passagens em hamsters, consta-
tou-se que a técnica das diluigdes se-
riadas foi superior 4 da pipeta Pasteur,
particularmente quando o meio de cultura
continha 0 agente anti-metabd lico 5-
fluor-uracil®™ na concentracao final de
100 microgramas”®™ por mililitro de meio.
Quanto ao meio de cultura acrescido de
sulfato de neomicina na concentracao de
2,5 microgramas por mililitro de meio, a

despeito de nao ter sido constatada
significancia estatistica, 0s valores
absolutos obtidos para o meio tratado
foram sempre inferiores aqueles observa-

dos em meio de cultura 1isento de agentes
antimicrobianos. A superioridade aqui
observada para o meio de cultura acres-
cido do 5-fluor-uraci I, contrasta com as

conclusdes relatadas por RI5, 23 (1974),
que refere um possivel bloqueio do poder
de inibicdo de contaminantes do 5-fluor-

uracil, devido ao extrato de carne pre-
sente na composicgao do meio de
Fletcher.

resultados obtidos a
dos materiais colhi-
com a estirpe

Quanto aos
partir dos cultivos
dos dos animais 1inoculados

"B, que apresentava duas passagens em
hamsters, constatou-se que a técnica da
pipeta Pasteur foi equivalente a das

diluicgoes
meios de cultura

seriadas para os
utilizados,

trés tipos de
havendo no

entanto um melhor comportamento para o
meio de cultura adicionado de 5-fluor-
uracil. Ja para o meio de cultura acres-
cido de sulfato de neomicina constatou-
se a existéncia de um patente efeito
inibidor sobre o crescimento da estirpe
de leptospira estudada, particularmente
para a técnica de cultivo da pipeta
Pasteur. A existéncia de um efeito ini-
bidor da neomicina variavel conforme a

estirpe de leptospira ja foi referida

(13, 20, 27). Provavelmente a concentra-
cao de trabalho do sulfato de neomicina
para a estirpe "B" deveria ter sido
inferior a 2,5 microgramas por mililitro
de meio de cultura.

As Fig. 1 e 2 demonstram que, para
as duas estirpes de leptospira utiliza-
das, houve uma maior freqliéncia de 1iso-
lamentos firmados por ocasido da primei-

ra semana de cultivo, com maiores va-
lores absolutos segundo a técnica da
pipeta Pasteur; saliente-se, contudo,
que na sexta semana de cultivo foram
ainda registrados 1isolamentos para as
duas amostras empregadas, frente as duas
técnicas de cultivo ensaiadas. Tais re-
sultados ressaltam a importancia de ndo
serem descartados os tubos de cultura
negativos antes da sexta semana de cul-
tivo. N&o pode ser excluida a possibili-
dade de que alguns dos cultivos referi-
dos como negativos, pudessem ainda reve-
lar a presencga de leptospiras, caso
fosse ampliado o periodo de observacdo
utilizado. Esta afirmativa apoia-se in-
clusive nas observacgées de BRUSGE &
LQuUwW, B (1985) que referem isolamentos
com 131 dias de cultivo.

Embora 0os materiais provenientes
dos animais 1inoculados com a estirpe “B"
tenham apresentado menor quantidade de
leptospiras do que aqueles originarios
de hamsters inoculados com a estirpe
“A”’, os resultados das duas técnicas de
isolamento ensaiadas foram estatistica-
mente 1iguais. Esta constatacdo, aliada a
precocidade e a facilidade da execucgao
da técnica da pipeta Pasteur, subsidiam
a sua 1indicagdo como alternativa para a
das diluigcdes seriadas, particularmente
quando do exame de grande quantidade de
materiais

As Fig.
para as duas
tigadas, houve

1 e 2 também salientam que,
técnicas de cultivo inves-
diferenca de comportamen-
to conforme a estirpe trabalhada, cons-
tatando-se uma maior precocidade para a
obtencgao de 1isolamentos para a estirpe
AT, 0o que poderia ser explicado pela
maior vriqueza em leptospiras evidencia-
das nos materiais colhidos dos animais
inoculados com esta estirpe, quando
comparados aos exames de visualizacao
aplicados aos materiais colhidos dos
animais inoculados com a estirpe "B".

0 maior nlOmero de isolamentos

servados para as duas estirpes estudadas
durante os primeiros 15 dias de cultivo
salientam a importéncia da realizacdo de
maior namero possivel de exames, dos
cultivos, durante este periodo, a fim de
que possam ser executados repiques para
novos tubos de meio de cultura, sempre
que leptospiras venham a ser visualiza-
das.
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TABELA 1 - Exames realizados no tecido renal de hamsters 1inoculados com a
Leptospira interrogans sorotipo pomona, estirpe "A", segundo 0
nomero do animal, o tipo de técnica empregada e a natureza do

resultado. S&do Paulo, 1387.

VER IFI CFf}CRO Dfl PRESENCA CULTIVO
TECNICR DE LEPTO5PIRRS
PIPETA DILUIGCOES
DIRETO COLORRGAO PASTEUR SERIADAS
NUMERO
PNIMRL LEVADITI RIFD | 11 111 | 11 1 |
1 P P P P P P p P P
2 P P P p P N p p P
3 p P P P P P P P P
4 P P P P P P P P p
5 P P P P P P P p P
6 P P P P N NR P P NR
7 p P P P N NR p P NR
6 P P P N N NR P P NR
9 P P P P N NR P P NR
Lo P P P P P NR p P NR
11 P P P P P P P P N
. P P P P P N p p P
13 P P P p P P N P P
14 P P P N P p P P p
15 P P P P P P P p P
16 P P P N P N P P P
17 P P p P P N P P P
18 P P P P P P P P P
19 P- p P P N P P P p
20 P P P P P P P P N
21 P P P P P N P P P
22 P P P P N N P P P
23 P P P P P P P P P
24 P P P N p P N P N
25 P P P P P p P P p
26 P P p N N N P P P
27 P P P P P P P P p
28 P p P N p N P P N
29 P P P P P P P P p
30 P P P N P P p P N
TOTAL# 30/30 30730 30/30 23/30 23/30 17/25 28/30 30/30 20/25
% POSITIVOS 100 100 1oo 76,6 76 ,6 58 50 93,3 1oo 80 ,o
* = Positivos/Examinados
P = Positivo
N = Nega tivo
NR = N&o realizado
"fI" = Estirpe com 39 passagens em hamsters e 15, em meio de cultura
RIFD = Reacao de Imunofluorescéncia Direta
I = Meio de cultura de Fletcher isento de agentes antimicrobianos
Il = Meio de cultura de Fletcher com 5-fluor-uraci I (100 microgramas/mili-
litro)
I = Meio de cultura de Fletcher com Sulfato de Neomicina (2,5 microgra-

mas/ mililitro)
Percentagem

=
1
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TABELA 2 - Exames realizados no tecido renal de hamsters inoculados com a
Leptospira interrogans sorotipo pomona, estirpe "B", segunda a

niimero do animal, 0 tipo de técnica empregada e a natureza do
resultado. S3o0 Paulo, 1987.

TECNICA

NUMERO
ANIMRL

P RR R R R e
O NOURWRNFO OO~ AWK -

[ O
S0

VER IFI CFICAO DA PRESENCA
DE LEPTOSPIRAS

DIRETO COLGRACAO

LEVADITI RIFD

W U U U TU=ZTUV UUU=ZUVUU=TUUUUU=TUTU=Z=TTUTUTUVTUOU=
WU U U TUTUTUTUUUUUUTUUUUUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTO
W U U U U=ZTUTUUUUUUUUUUDUTUUUTUUU=TUTUTTUTUTDOT

CULTIVO

PIPETA DILUICOES
PASTEUR SERIADAS

[EEN
[EEN
[EEN

11

11

UV=ZTUVUU=ZTUTUVUUU=ZUUU=U=TUVUUUU=U==TU=T0TT
W U U UTUUUTUUUUUUUUUUUUUU U===T1UTTUTUTU
ZZ=Z20VTUV=Z2TVTUVUU=Z=Z2TUVU=Z2TUVU=Z2TU0UDU0U=2=2====2T0==2=
W =TV UVUUTUUUUUU=Z=Z=TUUUUUU=TU=TU=TTUTTU=T
WU U TUVUTU=ZTVTTUTTUUUUUUUUUUUUU==T0U=7TTTUTTUTUTO
V=0V UVUU=ZTUVUUU=Z=ZUUUUU=ZTU0UU=TU=2U=2====2"1

21 /30 27/30 13/30 22/30 26/30 18/30

70 ,0 90,0 43,3 73,3 86 H 60,0

Estirpe com duas passagens em hamsters e sete, em meio de cultura

22
23
24
25
26
27
28
29
30
TOTRL* 23/30 30/30 28/30
% POSITIVOS 76,6 100 93,3
# = Positivos/Examinados
P = Positivo
N = Nega tivo
-
RIFD = Reac3o de Imunofluorescéncia

Meio de cultura de Fletcher
Meio de cultura de Fletcher
litro)

Meio de cultura de Fletcher
mas/ mililitro)

Percentagem

Direta
isento de agentes antimicrobianos
com 5-fluor-uraci 1 (100 microgramas/mili-

com Sulfato de Neomicina (2,5 microgra-
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SEMANAS

FIGURA 1— Isolamentos de leptospiras através da técnica da_pipeta Pasteur, a partir
do tecido renal de hamsters experimentalmente inoculados com Leptos-
pira interrogans sorotipo pomorn, segundo a estirpe e 0 momento da
observagdo expresso em semanas apos a semeadura. Sdo Paulo,- 1987.

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 25(2):221-235, 1988.
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SEMANAS

FIGURA 2 — Isolamento de leptospiras através da técnica das diluicdes seriadas, a par-
tir do tecido renal de hamsters experimentalmente inoculados com
Leptospira interrogans sorotipo pomona, segundo a estirpe e 0 momento
da observagdo expresso em semanas apos a semeadura. Sdo Paulo, 1987.
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Isolamento de leptospiras a partir do tecido renal de hamsters experimentalmente infectados

PA550S, E.C.; VAS5CONCELLOS , 5.0.; ITO,
F.H.; YASUDA, P.H.; nUrMBERGER JU-
NIOR, R. Isolation of leptospires
from the renal tissues of hamsters

experimentally infected by Leptospira
interrogans serovar pomona. Use of
the Pasteur pipette and the serial
dilution techniques and their culti-
vation in Fletcher ™ medium added
with 5-fluor-uracil or neomycin sul-
fate. Rev. Fac. Med. Vet. Zootec.
Univ. 5. Paulo, 25(2 3:221-235,1988.

SUMMARY: In order to comparatively study
the methods of “in vitro" 1isolation of
leptospires, the Pasteur®s pipette and
the serial dilution techniques were
performed on the renal tissue samples of
60 hamsters experimentally infected
either by two strains of Leptospira
interrogans serovar pomona, using the
Fletcher"s medium added with 100
micrograms/mL of 5-fluor-uraci | or 2.5
micrograms/ml of neomycin sulfate. The
hamsters were divided 1into groups fl and
B, the 30 animals of group fl were 1inocu-
lated with a strain of Leptospira that
was passed 39 times in hamsters, and the
remaining 30 animals, inoculated with a
field isolate of Leptospira with only 2
passages 1in hamsters. The hamsters died
three to seven days after the
inoculation, or sacrificed in agonic
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