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1. INTRODUCAO

O género Leptospira, pertencente a familia Leptospiraceae, compreendido
dentro da ordem Spirochaetales (ADLER, 2015). Possui 35 espécies descritas,
sendo estas divididas entre 13 espécies patogénicas, 11 espécies intermediarias
e 11 espécies saprofitas (PICARDEAU et al, 2017; THIBEAUX et al, 2018). As
espécies patogénicas do género Leptospira sao os agentes etioldgicos da
leptospirose, uma importante e negligenciada zoonose de distribuicdo mundial
(ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010), que possui altos indices de
morbidade e mortalidade por ano, chegando a 59 mil mortes e mais de um milh&o
de casos graves em humanos (COSTA et al, 2015).

Embora seja uma doenga importante, o conhecimento sobre agente
etiolégico é pouco desenvolvido. Percebe-se principalmente no ambito de
técnicas para manipulagdo do microrganismo em condi¢gdes in vitro e
experimentais. Técnicas elucidadas em outros microrganismos nao se traduzem
bem quando testados em leptospiras. Isso inclui até técnicas mais simples, como
a quantificagdo de leptospiras para quaisquer fins, apresentam pouca
variabilidade e inovacédo. A quantificagcdo de leptospiras é feito por contagem
manual, através de microscopia de campo escuro com o auxilio da camara de
Petroff-Hauser. E um processo laborioso e demorado que requer pessoal treinado
para obter resultados confiaveis. Existem métodos alternativos para a
quantificacdo de leptospiras, mas mesmos estes apresentam diversas
complicagbes. Uma destas metodologias € a citometria de fluxo (FONTANA,
2017). Este método nao apresenta ganho de sensibilidade quando comparado a
microscopia, € necessita de equipamentos e insumos caros. Este método, embora
eficaz, se mostra custoso e dependente de pessoal treinado para manipular o
equipamento corretamente, o que n&o torna esta metodologia a ideal para a
pesquisa.

A metodologia de quantificagdo com resazurina utiliza insumos baratos e sua
execucao € simples, mas nunca foi aplicada a leptospiras. A resazurina € uma
substancia de coloracdo azulada, que pode ser reduzida a resorufina através do
metabolismo dos organismos. A resazurina nao apresenta propriedades
fluorescentes, diferente da resorufina, que sua excitagado entre os comprimentos
de onda de 530-570 nm fazem a molécula emitir sinais nos comprimentos de
onda de 590-620 nm (BARNES et al, 1980). O equipamento utilizado é mais
barato do que os de metodologias alternativas, e varias amostras podem ser
analisadas simultaneamente. A resazurina ja foi demonstrada como nao toxica, e
um bom indicador para viabilidade celular (RAMPERSAD, 2012), podendo ser
possivel até recuperar as leptospiras utilizadas para a quantificacdo, caso
necessario. Também ja foi testada para a quantificacdo de biofilme a partir da
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medicdo de fluorescéncia obtida em outras bactérias como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepacia e Candida albicans
(DRIESSCHE et al, 2014). Este trabalho tem como o objetivo estabelecer uma
nova metodologia simples, eficaz e de baixo custo a partir do uso da resazurina, e
que seja capaz de quantificar com um bom grau de confianga a concentragao de
leptospiras aproximada em uma amostra, apresentando vantagens em
comparagao com outros métodos.

2. METODOLOGIA

A bactéria utilizada foi a cepa ndo patogénica Castellon 3 de Leptospira
borgpetersenii sorogrupo Ballum sorovar Castellonis. A cepa foi descongelada e
sua manutengao in vitro se deu por repiques semanais em meio EMJH++
(GRASSMANN et al, 2015). A avaliacdo da qualidade da cultura foi realizada
previamente a cada repique, sendo este sempre realizado com uma cultura
saudavel e em fase exponencial.

Para certificar-se que a resazurina € capaz de discriminar leptospiras vivas
de mortas, realizou-se um teste visual. Para isso, quatro diferentes concentracoes
finais de resazurina (250 pg/ml, 100 pg/ml, 25 pg/ml e 10 pg/ml) foram
adicionadas em amostras bacterianas com concentragbes entre 5x10” e 1x108
leptospiras/ml. Realizou-se este teste com leptospiras saudaveis e com
leptospiras inativadas termicamente a 56 °C por 20 minutos. A reagao foi
incubada por 4 horas, onde a cada hora de incubacao se observava o andamento
da reacgdo. Para essa analise, o experimento foi realizado apenas uma vez.

A partir do teste visual, definiu-se para testes com fluorescéncia a utilizagao
das concentragdes finais de 100 e 25 pg/ml de resazurina para este piloto e as
concentragbes finais de leptospiras de 5x10° 1x108 5x105 1x107 e 5x10’
leptospiras/ml para as analises de emissao de fluorescéncia. Este teste foi
realizado para avaliar se existe uma correlacdo entre a emissao de fluorescéncia
€ a concentracado de leptospiras nas amostras. A cultura bacteriana foi contada
com o auxilio da camara de Petroff-Hauser, e diluiu-se as leptospiras para as
concentragbes desejadas. As leituras foram feitas em duplicata experimental para
cada condic¢ao, e o periodo de incubacao foi de 3 horas. Os parametros utilizados
foram de 590 nm para a leitura da emissao, e 540 nm para a excitagdo da
fluorescéncia da resorufina, molécula obtida através da interacdo com o
metabolismo celular, responsavel pelas leituras.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste visual avaliando a diferenca entre culturas vivas e mortas em
contato com resazurina demonstrou que leptospiras inativadas termicamente nao
reagem com a resazurina, conforme observado na figura 1. Tal resultado indica
uma leitura sensivel, que distingue leptospiras vivas de mortas, portanto os
valores lidos sempre relacionados com as leptospiras vivas em amostras.

A resazurina apresenta uma forte coloracdo azulada. Quando em contato
com enzimas envolvidas na respiragao celular é reduzida a resorufina, e sua
tonalidade muda para tons de rosa, sendo perceptivel o metabolismo das
bactérias em suspensao (BARNES et al, 1980; RAMPERSAD, 2012).
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Figura 1 — Amostras com as concentracdes de resazurina de 250 pg/ml (A),
100 pg/ml (B), 25 ug/ml (C) e 10 pg/ml (D) apds 4 horas de incubagao. Da
esquerda para a direita: culturas vivas nas concentragdes de resazurina A, B, C e
D, respectivamente, e culturas mortas nas concentragdes de resazurina A, B, C e
D, respectivamente.

As leituras de fluorescéncia apresentaram valores de emissao que possuiam
uma forte correlagdo conforme o aumento da concentragdo de bactérias nas
amostras. Os valores de fluorescéncia observados em cada amostra estdo
apresentados, Tabela 1. Da mesma forma, um grafico representando as
concentracdes de leptospiras, bem como as emissdes observadas de cada

leitura, estao dispostas, Figura 2.

Tabela 1 - Valores de fluorescéncia emitida a partir das duplicatas das diferentes

concentragdes de leptospira/ml.

Concentragao de Fluorescéncia da Fluorescéncia da
leptospiras/ml Primeira Amostra Segunda Amostra

6.750 6.208

Média das
Fluorescéncias

65.420 64.855

Concentragéo de Leptospiras e Fluorescéncia Média Obtida R2=0.983
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Figura 2 - Emissdo média de fluorescéncia pelas diferentes concentragdes
de leptospiras nas amostras. Observa-se que ha uma forte tendéncia linear dos
resultados obtidos, com um R? = 0,983.
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4. CONCLUSOES

A partir dos resultados prévios obtidos, pode-se inferir que a resazurina
apresenta potencial para ser utilizada na quantificacdo de leptospiras. Dessa
forma, pode ser possivel determinar em qual escala logaritmica encontra-se a
cultura, baseado na fluorescéncia emitida.

A técnica de quantificacdo de leptospiras utilizando resazurina pode, com
mais testes e maior compreensdo da técnica de se tornar tdo boa quanto as
técnicas de quantificacdo classicas e alternativas. Pode equiparar-se em termos
de qualidade, de uma forma pouco laboriosa e de baixo custo, sendo também
capaz de fornecer resultados confiaveis.
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