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RESUMO

A leptospirose é uma relevante zoonose causada por bactérias patogénicas do género
Leptospira. Dos mecanismos de patogenicidade, a membrana externa é a principal estrutura
de interacdo com o hospedeiro. Um problema da manipulacdo in vitro de leptospiras esta
relacionada a fragilidade das membranas externas que podem se romper durante os protocolos
laboratoriais rotineiros. Além disso, ndo ha descrito na literatura protocolos bésicos de
manipulacdo do microrganismo, como o de centrifugacdo destas bactérias de forma segura,
garantindo sua integridade visto que o processo de centrifugacdo estd presente na fase inicial
de diversos protocolos. O objetivo deste trabalho foi determinar um protocolo de
centrifugacdo de leptospiras ideal para que se obtenham pellets destas bactérias com maxima
qualidade e taxa de sobrevivéncia, sem que as mesmas apresentem danos visiveis ao
microscopio e que impegam a multiplicacdo in vitro do microrganismo. Bactérias patogénicas
da espécie Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foram
descongeladas em meio de cultura EMJH (Ellinghausen McCullough Johnson Harris) e
mantidas a 28 °C em cultivo. Os cultivos bacterianos atingiram as concentracdes de 108
leptospiras/ml, e entdo foram submetidos a diferentes padrdes de centrifugacdo. Nove padroes
de centrifugacdo foram testados, sendo divididos em: i) trés forcas diferentes (3000 g, 8000 g
e 16100 g) e, para cada uma destas forgas, ii) trés tempos (5, 10 e 15 minutos). Como controle
positivo, utilizou-se uma cultura de leptospiras com auséncia de centrifugacdo. As bactérias
foram avaliadas sob microscopia de campo escuro, quanto a motilidade e qualidade das
culturas, e contadas com auxilio de cAmara de Petroff-Hausser. Foram feitos inoculos de 10°
leptospiras/ml para iniciar curvas bacterianas de crescimento, e as culturas foram mantidas a
28 °C em estufa incubadora. As analises foram realizadas em triplicatas e as culturas
bacterianas foram contadas diariamente até atingir a fase estacionaria de crescimento. Deste
trabalho, concluiu-se que os padrdes de centrifugagOes testados ndo foram capazes de
prejudicar o crescimento in vitro das bactérias. Todas as culturas apresentaram uma
concentragdo de 10° leptospiras/ml em fase exponencial e a analise em microscopia pos-
centrifugagdo evidenciou boa motilidade das bactérias. Ndo houve diferengas estatisticas
significativas entre os valores obtidos com o0s padrdes estabelecidos de centrifugagcdes e o
crescimento bacteriano.
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