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RESUMO

Leptospirose € uma doenca causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira. Essa zoonose
tem importancia global e afeta cerca de 1.000.000 de pessoas no mundo, anualmente. Leptospiras
possuem a capacidade de formar biofilmes in vitro, em rins de ratos naturalmente infectados e
também participam de biofilmes ambientais mistos. Biofilmes sdo comunidades de microrganismos
embebidos em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares por eles secretadas. Durante a
formacdo desse fenétipo h&d modificacdo da expressdo génica e do metabolismo, alterando a
concentracdo, tamanho e crescimento celular no biofilme. Até o momento ndo existem estudos
caracterizando o crescimento de leptospiras no biofilme. Nesse trabalho, foi utilizada a espécie
Leptospira biflexa como organismo modelo para caracterizar o crescimento de leptospiras no biofilme
e no estado plancténico. Leptospiras foram cultivadas em tubos de vidro, para a formacéo de biofilme,
e em tubos de plastico, para obtencdo de células plancténicas. As culturas em tubo de vidro foram
feitas em duas condicBes: com e sem troca do meio de cultura. O crescimento de leptospiras foi
diferente entre os fendtipos, sendo 10 vezes menor no biofilme, com tempo de geracdo igual entre
eles. O tamanho celular de leptospiras no biofilme foi maior na fase estacionaria, em comparacgao
com as células planctdnicas. Quanto ao biofilme na condicdo de troca de meio, ndo foram observadas
diferencas no crescimento, tempo de geracdo e tamanho celular. Coletivamente, os resultados
sugerem que o metabolismo de leptospiras é diferente no biofilme, cujo crescimento é menor e com

maior tamanho celular em comparagdo com o estado planctonico.



ABSTRACT

Leptospirosis is a disease caused by pathogenic spirochetes of the genus Leptospira. This zoonosis is
of global importance and affects about 1,000,000 people worldwide annually. Leptospires have the
ability to form biofilms in vitro, in naturally infected rat kidneys, and participate in mixed
environmental biofilms. Biofilm is an aggregate of microorganisms embedded in a self produced
matrix of extracellular polymeric substances. During the formation of this phenotype, there is a
modification of gene expression and metabolism, altering the cellular’s concentration, size and
growth in the biofilm. To date, there are no studies characterizing the growth of leptospires in the
biofilm. In this work, the species Leptospira biflexa was used as a model organism to characterize the
growth of leptospires in the biofilm and in the planktonic state. Leptospiras were cultivated in glass
tubes for biofilm formation and in plastic tubes to obtain planktonic cells. Glass tube cultures were
made under two conditions: with and without the exchange of the culture medium. The growth of
leptospires was different among the phenotypes, being ten times lower in the biofilm, with equal
generation time between them. The cell size of leptospires in the biofilm was longer in the stationary
phase compared to planktonic cells. As for the biofilm in the medium exchange condition, no
differences in growth, generation time and cell size were observed. Collectively, the results suggest
that the metabolism of leptospires is different in the biofilm, with lower growth and larger cell size

compared to the planktonic state.
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INTRODUCAO

Leptospiras sdo espiroquetas longas, finas, Gram-negativas, aerébias obrigatorias e de
crescimento fastidioso (TRABULSI, 2014; CAMERON, 2014). Pertencem ao género Leptospira, o
qual possui espécies saprofiticas (ambientais; incapazes de causar doenca em humanos),
intermediérias (causam doenga com sintomatologia branda) e patogénicas (capazes de causar doenca
grave) (HAAKE; LEVETT, 2014). As espécies patogénicas sdo 0s agentes causadores da
leptospirose, uma zoonose de importancia global que afeta cerca de 1.000.000 de pessoas ho mundo,
anualmente (PICARDEAU, 2013; COSTA, 2015).

A leptospirose é considerada uma doenga ocupacional pela Organizacdo Internacional do
Trabalho (KIM; KANG, 2013) e nos ultimos anos essa zoonose vem afetando também os praticantes
de ecoturismo, aumentando os indices de infeccdo desse grupo (BOURQUE; VINETZ, 2018). A
maior ocorréncia da leptospirose € em locais de clima tropical, com aumento da transmissdao em
épocas chuvosas, quando a urina de roedores infectados presente em esgotos, bueiros e até mesmo no
solo, mistura-se a dgua da chuva (PICARDEAU, 2013; COSTA et al., 2015; HAAKE; LEVETT,
2014; LOMAR; DIAMENT; TORRES, 2000; GUIMARAES et al., 2014).

Leptospiras patogénicas e saprofiticas possuem a capacidade de formar biofilme in vitro
(RISTOW et al.; 2008) e em rins de ratos naturalmente infectados (SANTOS, 2015), alem de
participarem de biofilmes mistos em associacdo com outros microrganismos (SINGH et al., 2003;
KUMAR et al.; 2015). Biofilmes sdo comunidades de microrganismos embebidos em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) por eles secretadas (FLEMMING et al., 2016; HALL-
STOODLEY; STOODLEY, 2009). Esse fenotipo protege os microrganismos de condi¢Bes hostis e
pode aumentar a viabilidade de leptospiras em diversas condi¢cbes ambientais. (BARRAGAN et al.,
2011).

Uma caracteristica importante dos microrganismos é a forma como crescem. A dindmica de
crescimento em culturas desses organismos € representada por meio de uma curva chamada curva de
crescimento, cujas fases classicas séo: lag, exponencial, estacionaria e decaimento (MADIGAN et
al., 2016). Qutra caracteristica do crescimento dos microrganismos é o tempo de geracao, o qual

consiste no tempo necessario para que ocorra duplicacao celular (MADIGAN et al., 2016).

Estudos demonstram que as bactérias no biofilme possuem uma dindmica de crescimento
diferente (RICE; HAMILTON; CAMPER, 2000), por vezes apresentando um crescimento mais lento
com tampo de geragdo maior, quando comparadas ao fendtipo plancténico (WANG et al., 2015). Da

mesma forma, o tamanho celular pode estar sob influéncia desse fenétipo, visto que a disponibilidade



de nutrientes é o principal determinante no tamanho de células bacterianas (VADIA; LEVIN, 2015;
TAHERI-ARAGHI et al., 2015), e no fendtipo biofilme, por conta de sua estrutura e organizacdo da
matriz, as bactérias podem sofrer restricdes de nutrientes. Estudo com outras bactérias constataram
que estas sdo maiores quando incubadas em meio rico de nutrientes, e menores em ambiente com
nutrientes limitados (MARSHALL et al., 2012; CHIEN; HILL; LEVIN, 2012; HAEUSSER; LEVIN,
2008).

Até o momento ndo existem estudos caracterizando o padréo de crescimento do biofilme de
Leptospira. Tendo em vista a falta de estudos e a importancia de compreender a dindmica de
crescimento dessas bactérias no biofilme, esse trabalho utilizard a espécie saprofitica Leptospira
biflexa como organismo modelo (IRAOLA et al., 2016) para caracterizar o crescimento de leptospiras

no biofilme.



REVISAO DE LITERATURA
Leptospira

Leptospiras sdo espiroquetas longas, finas e altamente moveis (CAMERON, 2014) que
pertencem a ordem Spirochaetes, familia Leptospiraceae e género Leptospira (LEVETT, 2014). Sao
bactérias Gram-negativas, aerdbias obrigatorias, ubiquas e de crescimento fastidioso (TRABULSI,
2014; CAMERON, 2014). Possuem dois endoflagelos, que se inserem no espaco periplasmatico e
conferem motilidade a esses microrganismos, sendo, também, importantes fatores de viruléncia
(MARTIN et al., 2017; LAMBERT et al., 2012).

O género Leptospira é atualmente dividido em espécies saprofiticas (ambientais; incapazes
de causar doenca em humanos), intermediarias (causam doenca com sintomatologia branda) e
patogénicas (capazes de causar doenca grave) (HAAKE; LEVETT, 2014).

LEPTOSPIROSE
Epidemiologia

A leptospirose € uma zoonose de importancia global que afeta cerca de 1.000.000 de pessoas
no mundo, anualmente, apresentando taxa de letalidade de 10% (PICARDEAU, 2013; COSTA,
2015). E considerada uma doenca ocupacional pela Organizacdo Internacional do Trabalho, (KIM:;
KANG, 2013) pois atinge muitos agricultores, soldados (KWON; LEE, 2014), fazendeiros, e
trabalhadores de esgoto (PICARDEAU, 2013). Nos tltimos anos, essa zoonose vem afetando também
0s praticantes de ecoturismo, aumentando os indices de infeccdo desse grupo (BOURQUE; VINETZ,
2018).

A ocorréncia da leptospirose é maior em locais de clima tropical, com aumento da transmisséo
em épocas chuvosas, quando a urina de roedores infectados presentes em esgotos, bueiros e até
mesmo no solo, mistura-se a agua da chuva (PICARDEAU, 2013; COSTA et al., 2015; HAAKE;
LEVETT, 2014; LOMAR; DIAMENT; TORRES, 2000; GUIMARAES et al., 2014). Ademais, a
leptospirose é considerada uma doenca negligenciada e apresenta altos indices de infecgdo em regides
mais pobres e com baixas condi¢cdes de saneamento (COSTA et al., 2015). No estado da Bahia, a
doenca tem carater endémico e segundo a Secretaria da Saude do Estado da Bahia (SESAB), o
coeficiente de incidéncia € de 3,2 casos a cada 100.000 habitantes. Entre janeiro e novembro de 2017
foram notificados 172 casos de leptospirose, sendo 36% destes confirmados, com cinco Abitos
declarados no estado, quatro dos quais, na capital baiana. Uma andalise do nimero total de casos
suspeitos entre 2016 e 2017 revelou aumento do nimero de notificagdes entre abril e agosto, que

corresponde aos periodos de chuva da regido (BAHIA, 2017).



Sintomatologia

A leptospirose é causada por leptospiras patogénicas, com prevaléncia da espécie Leptospira
interrogans, as quais podem infectar animais domesticos e silvestres e, potencialmente, todos 0s
mamiferos (ELLIS, 2014; LEVETT, 2014). Os principais reservatorios de leptospiras s@o os roedores,
especialmente aqueles da espécie Rattus norvegicus, 0s quais desenvolvem um quadro crénico e
assintomatico (PICARDEAU, 2013). Nestes animais, as bactérias colonizam os tdbulos renais e sao
eliminadas pela urina, contaminando o ambiente e possibilitando a infeccdo de outros animais,
incluindo o homem (PICARDEAU, 2013). A infeccdo pode ocorrer pelo contato com a urina
contaminada, com tecido do animal infectado e até mesmo pelo contato com o ambiente contaminado,
como o solo e reservatdrios de agua. Lesdes na pele e mucosas sdo a porta de entrada para essas
bactérias (PICARDEAU, 2013; HAAKE; LEVETT, 2014).

Em humanos, a infeccdo se apresenta como uma doenca febril inespecifica acompanhada de
cefaleia, mialgia, nauseas e vémitos, podendo ser confundida com outras doencgas, como gripe e
dengue. Nas formas mais graves, o individuo desenvolve ictericia, disfuncdo hepética grave e
insuficiéncia renal, conhecida como Sindrome de Weil, podendo evoluir para hemorragias e
disfuncdo de drgdos, como pulméo e cérebro (LOMAR; DIAMENT; TORRES, 2000; HAAKE;
LEVETT, 2014; SEGURO; ANDRADE, 2013). Animais importantes para a pecuaria, como bovinos,
suinos, caprinos e ovinos, quando acometidos pela leptospirose, apresentam problemas reprodutivos,
0 que acarreta em prejuizos para os produtores. Essa doenca afeta também animais domésticos, como
os cdes (PICARDEAU, 2013; PETRAKOVSKY et al., 2014), sendo Canicola o sorovar infectante
mais comum. Os aspectos clinicos da doenca sdo muito semelhantes aos dos humanos (ELLIS, 2014).

BIOFILME

Biofilme é uma comunidade de microrganismos embebidos em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares (Exopolissacarideos, EPS) por eles secretadas (FLEMMING et al., 2016;
HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2009). Esse fenOtipo € uma antiga adaptacdo de células
procaridticas (HALL-STOODLEY et al., 2004), sendo um dos modos de vida mais amplamente
distribuido na terra (FLEMMING et al., 2016). Os microrganismos nesse fenotipo estdo aderidos uns
aos outros, bem como a uma superficie bidtica ou abidtica ou a flocos moveis, na auséncia de um
substrato (FLEMMING et al., 2016). A matriz de EPS é altamente hidratada e nela estdo presentes
polissacarideos, proteinas, &cidos nucleicos e lipideos. Esse arranjo fornece estabilidade mecénica
para os biofilmes, auxilia no processo de adesdo, imobiliza as células e nutre esse agregado
(FLEMMING; WINGENDER, 2010). Essa matriz do biofilme confere protecdo as bactérias contra



condic@es de estresse do ambiente, biocidas (incluindo antibidticos), desinfetantes e contra o sistema
imune do hospedeiro (FLEMMING; WINGENDER, 2010; BELOIN; ROUX; GHIGO, 2008), sendo

assim um sério problema para a satde e ambiente.

Biofilmes sdo mecanismos de viruléncia envolvidos em diversas infeccbes bacterianas
(BELOIN; ROUX; GHIGO, 2008; OTTO, 2008; KONG et al., 2018; SHARMA et al., 2016, DEPAS
et al, 2014). Microrganismos como Pseudomonas (BELOIN; ROUX; GHIGO, 2008),
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus formam biofilme, tornando as infeccGes
nosocomiais causadas por esses microrganismos resistentes a acdo antimicrobiana (OTTO, 2008;
KONG et al., 2018). Da mesma forma, biofilme de Escherichia coli protege os microrganismos nas
situacdes adversas, como a a¢do de biocidas, aumentando a resisténcia desse patdgeno (SHARMA et
al., 2016, DEPAS et al., 2014).

Muitas espiroquetas formam biofilme, a exemplo daquelas da espécie Treponema denticola
que formam biofilme em associacdo com outros microrganismos, sendo este fendtipo muito
importante na etiologia de doengas periodontais (YAMADA; IKEGAMI; KURAMITSU, 2005).
Outras espiroguetas como Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii e Borrelia garinii, também formam
biofilmes, sugerindo que esse fendtipo é uma caracteristica comum a esse género, o que favorece
vantagens de sobrevivéncia a esses organismos em diferentes condi¢gbes ambientais (SAPI et al.,
2012; TIMMARAJU et al., 2015).

Singh e colaboradores (2003) demonstraram que bactérias do género Leptospira eram as mais
frequentes em biofilmes mistos encontrados em unidades hidricas de consultorios dentéarios,
representando 20% dentre os géneros bacterianos encontrados. Estudos posteriores demonstraram
que leptospiras saprofiticas e patogénicas sdo capazes de formar biofilmes in vitro (RISTOW et al.,
2008). No estudo de Barragan e colaboradores (2011), evidenciou-se que a associacao de leptospiras
saprofiticas ou patogénicas com outras bactérias ambientais em biofilmes aumenta a viabilidade de
leptospiras em meio pobre de nutrientes. Kumar e colaboradores (2015) observaram a formacéo de
biofilme ambiental de L. interrogans associado com Azospirillum brasilense. Também ja foi
observada presenca de biofilme de leptospiras na colonizagéo renal crénica em ratos de esgotos

(Rattus norvegicus) capturados em areas endémicas de leptospirose (SANTQOS, 2015).



CRESCIMENTO BACTERIANO E TEMPO DE GERACAO

A dindmica de crescimento em culturas de microrganismos é representada por meio de uma
curva, cujas fases (lag, exponencial, estacionaria e decaimento) refletem o ciclo de crescimento
desses organismos (MADIGAN et al., 2016).

A fase lag € a fase inicial de crescimento bacteriano, onde bactérias se adaptam ao meio de
cultura e apresentam intensa atividade metabolica. A fase exponencial corresponde ao periodo em
que as células se encontram nas condicBes mais saudaveis e duplicam-se em tempos regulares. E
nessa fase que é possivel calcular o tempo de geracdo, que consiste no tempo necessario para que
ocorra duplicacéo celular. Em determinado momento, o crescimento exponencial cessa, por deplecao
de nutrientes importantes para o metabolismo celular ou por acimulo de metabolitos excretados pelas
bactérias. Nessa fase, conhecida como fase estacionaria, a taxa de duplicacdo € equivalente a taxa de
morte celular, o que mantém o numero de células inalterado. A Ultima fase é caracterizada pelo
decaimento do numero celular, decorrente da morte das bactérias (ALTERTHUM; TRABULSI,
2008; MADIGAN et al., 2016).

As fases de crescimento descritas acima séo tipicas de microrganismos crescendo em culturas
bateladas, ou seja, em recipientes fechados e com uma quantidade limitada de meio de cultura. Em
um sistema aberto, como culturas com troca do meio em tempos regulares, a cultura entra em uma
condicdo de equilibrio quando a quantidade de nutrientes e excretas permanecem inalteradas
(MADIGAN et al., 2016), o que caracteriza um estado senescente (VALCOURT et al., 2012). Tal
senescéncia € uma condicado reversivel do ciclo celular que garante protecdo contra situacdes hostis
do ambiente, quando as bactérias reduzem o metabolismo, mas mantém as suas fungdes celulares
basicas. Nesse estado, 0 tamanho da populacdo € mantido, o que conduz as bactérias a uma fase
estacionaria que resulta no equilibrio que mantém a populacdo estavel e viavel (VALCOURT et al.,
2012; RITTERSHAUS; BAEK; SASSETTI, 2013).

Para quantificar esse crescimento um dos métodos utilizados é a contagem direta utilizando
camara de Petroff-Hausser, que apesar de dispendiosa € uma técnica mais precisa em comparacgao ao
método indireto de quantificacdo por espectrofotémetro, por exemplo (FAINE et al.,1999). Para
quantificar o crescimento de leptospiras a contagem em camera por microscopia de campo escuro é
considerada padrdo ouro (SCHREIER et al., 2009), mas ja existem métodos mais sensiveis como a
citometria de fluxo, usada por Fontana e colaboradores (2017), onde observou-se que os valores de
quantificacdo de leptospiras foram altamente semelhantes aos das contagens por camara de Petroff-



Hausser, apresentado a vantagem de ser uma ferramenta mais répida e reprodutivel, sendo uma

técnica promissora para substituir os métodos de quantificacao atuais.

Estudos sugerem que bactérias no fendtipo biofilme apresentam crescimento diferente
daquelas no fenotipo planctdnico. Um estudo com Pseudomonas aeruginosa mostrou que essas
bactérias apresentam um atraso no crescimento quando fazem a transicao de estado plancténico para
o biofilme (RICE; HAMILTON; CAMPER, 2000). Wang e colaboradores (2015) mostraram que 0
crescimento bacteriano no biofilme de E. coli era distinto daquele das células em estado planctonico,
com um tempo de geracdo maior que o dobro, ou seja, E. coli no biofilme apresentou um crescimento

mais lento.

Ao longo da curva de crescimento, bactérias respondem a muitos estimulos externos
regulando o seu tamanho celular (MARSHALL et al., 2012). Certas demandas do meio tais como
disponibilidade de nutrientes, predacdo e tamanho populacional sdo fatores que coordenam a divisao
e o crescimento celular em bactérias (MARSHALL et al., 2012; CHIEN; HILL; LEVIN, 2012).

O tamanho da célula esta relacionado a taxa de divisdo celular. Atrasos na divisdo, por
exemplo, podem causar aumento do tamanho celular, e uma divisdao mais acelerada, a diminuic&o.
Assim, sugere-se que o tamanho das células é coordenado pela taxa de crescimento, o que é chamado
de “lei do crescimento” (VADIA; LEVIN, 2015).

A lei do crescimento, proposta por Schaechter, Maaloe e Kjeldgaard (1958), correlaciona a
taxa de crescimento com a composicao celular, de forma que a composi¢do quimica e o tamanho de
uma célula bacteriana dependem da taxa de crescimento. A partir da lei do crescimento comegou-se
a investigar as mudangas na taxa de crescimento e no tamanho celular dependente de nutrientes, e
hoje aceita-se que o principal determinante no tamanho de células bacterianas é a disponibilidade de
nutrientes no meio (VADIA; LEVIN, 2015; TAHERI-ARAGHI et al., 2015).

A disponibilidade de nutriente € um dos fatores mais estudados na influéncia do tamanho das
células bacterianas. Estudos em Bacillus subtilis constataram que a bactéria € mais longa quando
incubada em meio rico de nutrientes, e menor em ambiente de nutrientes limitados (MARSHALL et
al., 2012; CHIEN; HILL; LEVIN, 2012). E. coli, por sua vez, quando cultivada em meios ricos,
apresentam o dobro de tamanho, comparadas aquelas cultivadas em meio pobre de nutrientes.
(HAEUSSER; LEVIN, 2008).

Considerando que biofilme & um fenotipo onde as bactérias sofrem restricdo de nutrientes,
Wang e colaboradores (2015) estudaram o tamanho de E. coli no biofilme, e mostraram que bactérias

desse fenotipo apresentaram tamanho menor do que aquelas no estado plancténico. Duas vias foram



propostas para explicar a regulacdo do tamanho bacteriano: uma via dependente de densidade e uma
via dependente de nutrientes. A disponibilidade de nutrientes no meio atua regulando a diviséo e
consequentemente o tamanho celular; quando ha muito nutriente a divisdo é mais lenta e tamanho
celular se torna maior. No entanto, quando a concentracdo populacional aumenta, é a densidade

bacteriana que passa a regular o ciclo de divisdo diminuindo o tamanho celular.

Smith e colaboradores (2016) mostraram em seu trabalho a interdependéncia entre a forma da
bactéria e a disposi¢édo no biofilme, onde bactérias bacilares apresentaram uma tendéncia de colonizar
a base da comunidade, enquanto as bactérias em forma de cocos apresentaram tendéncia de colonizar

a superficie superior, sugerindo a importancia da forma celular na padronizagao espacial do biofilme.



OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Caracterizar o padrédo de crescimento de Leptospira biflexa nos fenotipos biofilme e

planctdnico
OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar a curva de crescimento e determinar o tempo de geragao de L. biflexa no

biofilme.

b) Determinar o tamanho celular de L. biflexa ao longo da curva de crescimento nos

estados planctonico e biofilme.

c) Avaliar o efeito da reposicao de meio de cultura no crescimento de Leptospira biflexa

no biofilme.



METODOLOGIA

CULTIVOS DE BIOFILME E CELULAS PLANCTONICAS. Leptospira biflexa sorovar
Patoc cepa Patoc 1 (espécie saprofitica) foi cultivada em meio liquido EMJH (Ellinghausen &
McCullough, Johnson & Harris), a 29 °C em estufa BOD. Células planctonicas (PLANC) foram
obtidas a partir do cultivo em tubos de pléstico, sob agitacdo a 80 rpm. Para a formacé&o de biofilmes
(BIOF), leptospiras foram cultivadas em tubos de vidro contendo 2 mL de meio de cultura, sem
agitacdo. A presenca de biofilme foi determinada pela observacao de um halo na superficie ar-liquido,

constituido por leptospiras aderidas a parede do tubo de vidro (RISTOW et al.; 2008).

CURVAS DE CRESCIMENTO. Bactérias plancténicas e no fenotipo de biofilme foram
cultivados por 48 horas. Nesse ponto, onde as células se encontravam em fase de crescimento
exponencial (aproximadamente 5,00E+08 bactérias/mL), foi realizada contagem em camara de
Petroff-Hausser e calculado o inoculo inicial de 1,00E+06 bactérias/mL. Células plancténicas foram
cultivadas em tubo Falcon, contendo 20 mL do qual foram retiradas as aliquotas para contagem de
leptospiras nos tempos pré-determinados. Biofilme foi cultivado em doze tubos de vidro (um, para
cada tempo), contendo 2 ml de meio em cada um deles. Os cultivos de biofilme (BIOF) foram feitos
em duas condic@es: cultivos sem troca de meio (BIOFSTM) e cultivos com troca de meio (BIOFCTM).
A troca de meio foi feita a cada 12 horas, visando remover células ndo aderidas ao biofilme (adaptado
WANG et al., 2015). Foram adicionados também dois pontos iniciais para possibilitar a anélise da
fase lag. Assim, nos tempos pré-determinados, (4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h, 84 h, 96

h, 108 h, 120 h), foram realizadas as contagens para avaliar o crescimento bacteriano.

CONTAGEM DE LEPTOSPIRAS. Todas as contagens foram feitas em camara de Petroff-
Hausser, seguindo protocolo do fabricante. Trés condi¢cBes foram analisadas: 1) PLANC - ap6s
cuidadosa agitacdo do tubo para homogeneizar a cultura, 300 puL foram retirados para contagem; 2)
BIOF - com auxilio de uma pipeta, o sobrenadante (SN — células ndo aderidas ao biofilme) foi retirado
do tubo cuidadosamente, para nao desfazer o biofilme, e descartado. Utilizando 1 mL de meio EMJH,
o biofilme foi lavado para remocéo de células planctonicas ndo aderidas. O meio de cultura utilizado
para lavagem foi retirado e descartado. Em seguida, foram adicionados 2 mL de meio EMJH e 0
biofilme foi raspado (na parede e no fundo do tubo), homogeneizado e a contagem foi feita seguindo

o0 protocolo acima citado.

TROCA DE MEIO. Para o cultivo de BIOFcTM, a cada doze horas, o0 meio foi retirado e
descartado e o biofilme lavado com 1 mL de meio de cultura a 29 °C, para retirada de células néo

aderidas. Em seguida, 2 mL de meio a 29 °C foram adicionados e os tubos retornados para a estufa.
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DETERMINACAO DO TEMPO DE GERACAO (TG). O TG foi calculado a partir das
curvas de crescimento descritas anteriormente, a partir das formulas: a = In(n/no) / (t-to) e TG =
LN(2)/a, onde a ¢é a taxa de crescimento especifico; n, a concentracdo final de células; no, a
concentracdo de células no tempo inicial to; e t, o tempo final (WANG et al., 2015). Para realizar
esses célculos, foi escolhido o intervalo de tempo da curva de crescimento onde houvesse no minimo
dobramento do ndmero de células em tempos regulares, caracterizando a fase de crescimento

exponencial.

MEDICAO DO TAMANHO DE LEPTOSPIRAS. Para cada amostra e tempo descritos
para a curva de crescimento, foi retirada uma aliquota de 50 pl de cultura e colocada sobre uma lamina
de microscopia para observacdo e captura de imagens. Foi utilizando o microscopio de campo escuro
Olympus BX53 e o software Olympus Cell Sens Entry. Foram capturadas imagens de 20 campos na
objetiva de 20x e realizadas as medic¢des do tamanho celular. Em cada imagem foram medidas até 10
bactérias, sendo consideradas apenas aquelas nitidas e com morfologia tipica e desconsideradas
aquelas em divisao, aspecto curvado, sobrepostas ou aglomeradas.

ESTATISTICA. A média e o erro padréo foram calculados utilizando o programa Microsoft
Excel. Para anélises das diferencas do crescimento foi utilizado o teste estatistico Two-way ANOVA
com medidas repetidas e para analisar a diferencas nos tempos de geracdo utilizou-se One-way
ANOVA. Para analisar o efeito do fenétipo e do tempo no tamanho celular das bactérias, foi usado
Two-way ANOVA. Para avaliar a diferenca do tamanho celular nas fases de crescimento, foi utilizado
o teste One-way ANOVA. Foi utilizado o software PAST 3.20, e considerados significantes as

diferengas com o p< 0.05.
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RESULTADOS

O CRESCIMENTO DE LEPTOSPIRAS FOI MENOR NO BIOFILME

Curvas de crescimento foram geradas a partir dos valores de contagem de leptospiras em
camara de Petroff-Hausser durante cindo dias (Figura 1). No crescimento de leptospiras no biofilme
(BIOFsTM), foi observada fase inicial (4 a 8 horas) onde comegou a ades&o ao substrato, seguida das
fases de crescimento exponencial (12 a 48 horas) e estacionaria. Para leptospiras planctonicas
(PLANC), foram observadas as fases lag (4 a 8 horas) e fase exponencial (12 a 60 horas), seguidas
da fase estacionéria. A fase de declinio para ambos os fenétipos ndo pode ser observada durante o
tempo de duracgdo do experimento. Foi observada também diferenca (p<0,05) na concentracéo celular,
com BIOFsTM crescendo dez vezes menos (maximo de 1,00E+08 cel/mL), quando comparado a
PLANC (maximo de 1,00E+09 cel/mL). Adicionalmente, BIOFsTM apresentou fase exponencial
mais curta (36 horas) do que PLANC (48 horas) e, por conseguinte, entrou precocemente na fase
estacionaria (Figura 1).

1,00E+09 ) _ A A i
T J- N
7 1,00E+08 - L u ]
£ n m = T
3 I
< 1,00E+07 n
'3
&
£ 100E+06 4 » W
5]
3 .
© 100E+05 ® WBIOFSTM
PLANC
1,00E+04
0 12 24 36 48 60 72 8 9 108 120
Tempo (h)

Figura 1 - Curva de crescimento de leptospiras nos fenétipos biofilme sem troca de meio
(BIOFSTM) e planctdnico (PLANC). Os resultados representam a média de trés réplicas

independentes e as barras mostram o erro padréo.
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NAO HOUVE DIFERENCA NOS TEMPOS DE GERACAO

O tempo de geracdo foi calculado utilizando o intervalo das curvas correspondente ao
crescimento exponencial, em tempos consecutivos onde se observava, no minimo, duplicacédo celular
(Figura 2). Esse intervalo foi confirmado através do grafico de regressao exponencial e do valor de
R2. Para BIOFsTM, essa fase durou de 12 a 48 horas, enquanto que para PLANC, de 12 e 60 horas.
Apesar dessa fase ter sido mais curta para BIOFSTM, ndo houve diferenca nos tempos de geracéo de
BIOFsTM (5,6 horas) e PLANC (6,43 horas).

1,00E+09 R?=0,991
R?=0,9752 X

—~ 1,00E+08 “
2
£
)
O 1,00E+07 e
(=]
(-
&
E 1,00E+06
8 B BIOFSTM
<} PLANC
@)

1,00E+05 ——Exponencial (BIOFsTM)

Exponencial (PLANC)
1,00E+04
0 12 24 36 48 60 72
Tempo (h)

Figura 2 - Fase exponencial de crescimento de BIOFSTM e PLANC. Os resultados representam

a média de trés réplicas independentes.

TAMANHO MEDIO DAS BACTERIAS FOI IGUAL ENTRE OS FENOTIPOS, MAS
DIFERENTE ENTRE AS FASES DE CRESCIMENTO

A medicdo do tamanho celular de leptospiras mostrou que ndo existe diferenca no tamanho
médio das bactérias (13 um) em ambos os fendtipos (BIOFSTM e PLANC), quando considerados
todos os tempos da curva de crescimento (Figura 3). Ao avaliar o tamanho celular de BIOFSTM e
PLANC nas fases de crescimento, foi observado que na fase estacionaria o tamanho de BIOFsTM foi
12,1 um, enquanto que PLANC teve tamanho menor (10,2 um) (p <0,05) (Figura 4). Adicionalmente,
o tamanho celular nos fendtipos foi reduzindo ao longo do tempo em BIOFSTM (15,1 um para 12,1
um) e PLANC (14,4 para 10,2 um) (p< 0,05) (Figura 3).
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Figura 3 - Tamanho celular médio de leptospiras ao longo da curva de crescimento. As barras

de erros indicam o erro padrdo calculado a partir da média de medi¢do de 200 bactérias. Esse

grafico é resultado de um experimento.

16
15
14
13
12

11

Tamanho celular (um)

10

S~
T

—-BIOFsTM
PLANC

Lag Exponencial Estacionaria
Fases do crescimento bacteriano

Figura 4 - Média do tamanho celular de leptospiras nas fases de crescimento bacteriano. As

barras de erros indicam o erro padrdo calculado a partir da medicdo de 200 bactérias. Esse

gréafico € resultado de um experimento.
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O CRESCIMENTO DE LEPTOSPIRAS FOI SEMELHANTE ENTRE AS DUAS
CONDICOES DE CULTIVO DE BIOFILME

Com o objetivo de eliminar a interferéncia das células em suspensdo que poderiam estar
constantemente se aderindo ao biofilme e superestimando a contagem, influenciado no TG, o cultivo

de BIOF foi feito tambhém com troca de meio de cultura a cada 12 horas.

As curvas de crescimento do biofilme nas duas condi¢cdes BIOFSTM (sem troca do meio de
cultura) e BIOFcTM (com troca do meio de cultura) foram semelhantes, conforme mostrado na Figura
5. Entretanto, foi observada uma fase exponencial mais curta em BIOFCTM (12 a 36 horas),
comparado a BIOFSTM (12 a 48 horas). Apesar dessa diferenca, ndo houve diferenca entre os TG
entre esses fenotipos (Figura 6). Da mesma forma, nao foi observada diferenca no tamanho celular

de leptospiras nessas duas condic6es de cultivo (Figura 7).

1,00E+09

- m ﬁ

- 1,00E+08 . o) g @

§ 1,00E+07 ¢

N 1 +

2 ,

S

5 100E+06

g ? EWBIOFSTM

S 1,00E+05 S

OBIOFCTM

1,00E+04

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tempo (h)

Figura 5 - Curva de crescimento de Biofilme com troca e meio (BIOFcTM) e biofilme sem
troca de meio (BIOFsTM). As barras mostram o erro padréo. Esse grafico é resultado de trés
réplicas independentes.
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Figura 6 - Fase exponencial de crescimento de BIOFSTM e BIOFcTM. Os resultados
representam a média de trés réplicas independentes.
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Figura 7 — Tamanho celular médio de leptospiras ao longo da curva de crescimento. As barras
de erros indicam o erro padrdo calculado a partir da média de medicéo de 200 bactérias. Esse

grafico é resultado de um experimento.



DISCUSSAO

Nesse estudo objetivou-se caracterizar os aspectos do crescimento de Leptospira biflexa, no
estado planctonico e no biofilme. Biofilme de Leptospiras é encontrado no ambiente, em unidades
hidricas e até mesmo colonizando animais (BARRAGAN et al., 2011; SINGH et al., 2003; SANTOS,
2015), o que pode acarretar em prejuizos para a industria e para a saude. Existem poucos estudos que
buscam compreender a dinamica de crescimento do biofilme. Nesse trabalho a espécie saprofitica
Leptospira biflexa foi utilizada como organismo modelo (IRAOLA et al., 2016) para caracterizar 0

crescimento de leptospiras no biofilme.

Demonstramos, por meio da contagem de leptospiras, que existe diferenca entre o crescimento
de leptospiras plancténicas e no biofilme. Houve um crescimento menor de leptospiras no fen6tipo
biofilme, uma vez que as bactérias entraram na fase estacionaria antes das bactérias planctonicas, e
atingiram 1,00E+08 células, enquanto que nas bactérias plancténicas observou-se concentracao
maxima de 1,00E+09 células/mL, no mesmo periodo. Um estudo com biofilme de Streptococcus
pneumoniae mostrou que estas bactérias apresentavam regulacdo negativa de genes relacionados a
via glicolitica, caracterizando um metabolismo menor ao longo do desenvolvimento do biofilme
(ALLAN et al., 2014). Leptospira biflexa, quando em biofilme, apresenta regulacdo negativa dos
genes envolvidos na diviséo celular e no metabolismo de agUcar e outras moléculas, o que caracteriza
também uma diminuicao do metabolismo (IRAOLA et al., 2016). E possivel que o menor crescimento
no biofilme observado no nosso trabalho esteja relacionado com a reducdo do metabolismo das

bactérias nesse fenotipo.

De acordo com a literatura o tempo de geracdo para leptospiras saprofiticas planctonicas,
usando quantificacdo por espectrofotometria, é de 4,5 horas (HENNEBERRY; BASEMAN; COX,
1970). Encontramos os valores de tempo de geracdo de 6,43 horas para as bactérias plancténicas e
5,6 para bactérias no biofilme. Usamos um método de contagem direta por microscopia de campo
escuro, que é considerado um método mais preciso para quantificacdo de leptospiras (SCHREIER et

al., 2009), o que pode explicar a diferenca dos valores aqui encontrados.

O crescimento de leptospiras no biofilme foi menor, mas ndo foi mais lento, evidenciado pelos
tempos de geracdo, que ndo apresentaram diferencas entre os fenotipos. No estudo de Wang e
colaboradores (2015), foram encontradas diferencas no crescimento de E. coli no biofilme, que foi
mais lento, consequentemente com maior tempo de geracdo. Um estudo com P. aeruginosa, da
mesma forma, mostrou que as bactérias apresentam um atraso no crescimento no biofilme em
comparacdo com as células no estado planctonico (RICE; HAMILTON; CAMPER, 2000).
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O tamanho celular de leptospiras, em ambos os fenotipos, esta de acordo com o descrito na
literatura, variando de 6 a 20 um. (CAMERON, 2014). Embora n&o tenha sido observada diferenca
entre os tamanhos médios de leptospiras ao longo do tempo, quando essa andlise foi feita
considerando apenas a fase estacionaria, observamos um maior tamanho de leptospiras no estado de
biofilme, comparado ao estado planctonico. Duas vias séo relacionadas a regulacdo do tamanho
celular em bactérias: a via dependente de nutrientes (SCHAECHTER; MAALOE E KIELDGAARD,
1958; VADIA; LEVIN, 2015; TAHERI-ARAGHI et al., 2015) e a via dependente de densidade
(WANG et al., 2015). B. subtilis e E. coli apresentam tamanho celular maior quando cultivados em
meio rico de nutrientes (MARSHALL et al., 2012; CHIEN; HILL; LEVIN, 2012; HAEUSSER;
LEVIN, 2008). O mecanismo subjacente ao controle do tamanho celular dependente de nutrientes €
a regulacdo da proteina de divisao FtsZ, que na presenca de nutrientes tem sua acao inibida retardando
a divisdo e alongando o tamanho celular, mecanismos ja estabelecidos em também em B. subtilis e
E. coli (WEART etal., 2007; HILL et al., 2013).

A via dependente de densidade propde que as bactérias diminuem o tamanho a medida que a
densidade celular aumenta, visto que aumenta a secrecdo de moléculas que atuam como sinalizadoras,
regulando o tamanho umas das outras (GOMER; JANG; BRAZILL, 2011; TOSTEVIN, 2011;
FERKINGHOFF-BORG; SAMS, 2014).

Wang e colaboradores (2015) encontraram as duas vias atuando no biofilme de E. coli,
reduzindo o tamanho celular. Em concentracGes celulares menores o tamanho celular era regulado
pela via dependente de nutrientes, mas quando a concentra¢do populacional aumentava, a via

dependente de densidade passava a regular o ciclo de diviséo, diminuindo o tamanho celular.

Embora ndo tenha sido possivel determinar a via atuante na regulacdo do tamanho celular no
biofilme de L. biflexa, observamos que houve diminui¢do do tamanho celular em ambos os fen6tipos
nos tempos tardios, coincidindo com a maior concentracdo celular, nesse periodo. Analisados em
conjunto, esses dados sugerem um controle de tamanho celular dependente de densidade, o que é
também coerente com o menor tamanho celular de leptospiras planctdnicas em comparagdo com 0
biofilme, visto que o fendtipo planctonico alcangou uma maior concentragdo na fase estacionaria
(1,00E+Q9 cel/mL).

Nos cultivos onde houve troca de meio a cada 12 horas, ndo observamos aumento do tamanho
celular, sugerindo que o tamanho celular em biofilme de L. biflexa ndo é regulado pela via dependente

de nutrientes.
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Por fim, ndo foram observadas diferengas no crescimento, tempo de geracdo e tamanho de
leptospiras do biofilme com troca e sem troca de meio, sugerindo que os valores obtidos na contagem
de leptospiras no fenotipo biofilme ao longo da curva de crescimento nao sofrem influéncia da adesao

de bactérias ao biofilme.
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CONCLUSOES

Leptospiras no biofilme apresentaram um crescimento menor em comparagdo com leptospiras

planctonicas.
O tempo de geracdo nao foi diferente entre os fenotipos.

Leptospiras no biofilme apresentaram maior tamanho celular na fase estacionaria em

comparacdo com leptospiras plancténicas.

A troca de meio de cultura ndo teve efeitos significativos no crescimento, tempo de geracédo e

tamanho celular no biofilme de L. biflexa.
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PERSPECTIVAS

Pretendemos ainda adicionar ao trabalho ja realizado, mais duas réplicas do experimento de

tamanho celular, tendo em vista que até 0 momento apenas uma foi analisada.
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