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RESUMO

No presente trabalho, foram utilizados 57 meios para cultivo de Borrelia burgdorferi
Johnson, Schmid, Hyde, Steigerwalt & Brenner 1984, e 26 meios para cultivo de B.
garinii Baranton, Postic & Saint Girons 1992. Nestes meios foram adicionadas
diferentes substancias, soros sanguineos de diferentes espécies animais e varios pHs:
6,4, 6,5, 6,8; 7,0 e 7,5. Observou-se que as duas amostras tiveram um bom
crescimento na maioria dos meios testados. Foi estudada a cinética de crescimento
de B. burgdorferi e B. garinii, pelo periodo de 3 meses, utilizando os seguintes
meios: 1) BSK adicionado de soro de coelho; 2) BSK adicionado de soro de suino;
3) BSK adicionado de soro de suino e 5 fluorouracil; 4) PMR; 5) CTB; 6) DUBQOS;
7) Caldo Brucella e 8) BHI. Todos os meios foram preparados assepticamente e
mantidos em tubos de ensaio com capacidade para 10 mL. Para cada meio de
cultivo, o inéculo foi padronizado para conter no infcio, 10 espiroquetas para cada
0,1 mL de cultivo. O monitoramento do crescimento foi feito contando-se o total de
espiroquetas em 0,1 mL do meio entre lamina de microscopia com dimensdes de 26
X 76 mm e laminula com dimensdes de 10 x 30 mm, tendo sido utilizado
microscopio de campo escuro e aumento de 250X e 400X. A contagem foi realizada
pelo periodo de 14 semanas, tendo sido diaria nos primeiros 12 dias e semanal a
partir desta data. Houve crescimento de B. burgdorferi e B. garinii, em todos meios

testados, com melhor performance para BSK adicionado de soro de coelho, BSK
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adicionado de soro de suino + 5 fluorouracil e meio CTB. Observou-se crescimento
de B. burgdorferi a partir da 42 semana atingindo o platé de crescimento entre a 8?
e 122 semanas, quando ocorreu a exaustdo do meio de cultivo. Para B. garinii,
observou-se um ligeiro aumento do crescimento a partir da 6 semana, atingindo um
platd de crescimento entre a 92 e 122 semanas, e seguido da diminuicdo do mesmo.
A B. burgdorferi apés ser cultivada em meio de BSK, foi mantida viavel em tubo
nunc, adicionado de Glicerol a 80%, pelo periodo de 12 meses a temperatura de
0 °C. Foi realizada, com sucesso, a coloracdo das duas amostras de Borrelia,

utilizando os corantes cristal violeta, safranina, fucsina e verde brilhante.
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SUMMARY

In the present study, it was used 57 media for cultivation of Borrelia burgdorferi
Johnson, Schmid, Hyde, Steigerwalt & Brenner 1984, and 26 media for cultivation
of Borrelia garinii Baranton, Postic & Saint Girons 1992. In these media it was
added different substances, blood serum from different animal species and pH
variation of 6.4; 6.5; 6.8, 7.0 and 7.5. It was observed a good growth of the two
isolates on most of the tested media. It was studied the dynamic of growth of B.
burgdorferi and B. garinii for a period of three months, by utilizing the following
media: rabbit serum BSK; 2) swine serum BSK; 3) swine serum BSK + 5-
fluorouracil; 4) PMR; 5) CTB; 6) DUBOS; 7) Brucella broth and 8) BHI. All media
were prepared aseptically and they were maintained in culture tubes with capacity
for 10 mL. For each culture medium, the inoculum was standardized to contain 10°
spirochete initially for each 0.1 mL of culture. The monitorization of growth was
done by counting the total number of spirochetes in 0.1 mL of medium, utilizing a

26 X 76 mm slide with a 10 x 30 mm cover slip, in a dark field microscope with
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magnication of 250X or 400X. On the first 12 days counting was done at each 24
hours and after that, once per week, for a period of 14 weeks. There was growth of
B. burgdorferi and B. garinii, in all tested medium, with the best performance for
BSK with rabbit serum, BSK swine serum + 5 fluorouracil and CTB medium.
Growth of B. burgdorferi was observed starting by the 4™ week, reaching
maximum growth by the 8™ week and 12" week, depleting the culture medium after
this time. For B. garinii, it was observed a slight increase in growth at the 6 ™ week,
and a maximum growth between the 9 ™ and 12 ™ weeks, and after that, there was
reduction of growth. The B. burgdorferi after being cultured in BSK medium, was
maintained viable in cryogenic vials with addition of 80% glycerol, for the period of
12 months at 0 °C. The staining of two isolates of Borrelia was done, with success,

by using crystal violet, safranin, fucsin and brilhant green.



1. INTRODUCAO

A espécie Borrelia burgdorferi Johnson, Schmid, Hyde, Steigerwalt
& Brenner, 1984, é cosmopolita e endémica em muitas regides. Borrelia garinii
Baranton, Postic & Saint Girons, 1992, tem sua distribuicdo geografica mais
restrita, incluindo Europa e Asia. Ambas s&o consideradas agentes etioldgicos da
borreliose de Lyme e responsaveis por doenga crénica em humanos e animais
com potencial envolvimento dos sistemas dermatoldgico, locomotor, circulatorio
e nervoso central (BENNETT, 1995; SILVA & FIKRIG, 1997).

As espécies patogénicas do género Borrelia, em sua maioria, sdo
parasitas sanguineos dos animais e do homem (FELSENFELD, 1965;
BARBOUR & HAYES, 1986) embora exercam relacdo simbidtica com o0s
carrapatos, especialmente argasideos (HOOGSTGRAAL, 1979). Animais
silvestres sdo reservatorios naturais, sendo os roedores hospedeiros bioldgicos

(BARBOUR & HAYES, 1986; BURGESS et al., 1996).



Animais domésticos como caninos, felinos, bovinos e equinos sdo
importantes por serem susceptiveis a infeccdo. Estes animais sdo reservatorios e,
nesta condicdo, desempenham o papel de sentinela para 0 monitoramento da
dispersdo do agente em novas areas geograficas (LISSMAN et al., 1984;
PARKER & WHITE, 1992).

A multiplicacdo de Borrelia recurrentis “in vitro” foi relatada por
NOGUCHI (1928) que utilizou rim de coelho e fluido ascitico. Varios meios
bacterioldgicos padrdes, e suas combinacbes, tem sido avaliados para se
conseguir crescimento e massa suficiente de células para estudos soroldgicos
(DODGE, 1973). O sucesso no cultivo de algumas espécies do género Borrelia
tem propiciado oportunidade para estudo morfologico das células e/ou de suas
colbnias, bem como da estrutura antigénica (KELLY, 1971; STOENNER et al.,
1982; BARBOUR, 1984).

As diferentes espécies de Borrelia coram-se pelos corantes
derivados da anilina e do Romanovski, crescem a temperatura de 33°C em meios
artificiais seletivos ou ndo e podem ser visualizadas através de microscopia de
campo escuro, de contraste de fase ou ainda em cortes histoldgicos, quando
impregnados por corantes a base de prata (BARBOUR & HAYES, 1986;

QUINN et al., 1994).



Os meios atualmente utilizados para o cultivo de Borrelia sdo
altamente enriquecidos e de elevado custo; como o periodo de incubacdo desta
espiroqueta é longo torna-se facil o crescimento de microrganismos
contaminantes, impedindo o seu desenvolvimento

Os objetivos deste trabalho foram testar diferentes meios
modificados e de baixo custo para cultivo de B. burgdorferi e B. garinii bem

como estudar a dinamica do crescimento em meios selecionados.



2. REVISAO DA LITERATURA
2. 1. Sistematica e Morfologia de Borrelia spp.

A primeira observacdo de espiroqueta foi reportada por
Leeuwenhoek em 1681 em material oriundo da mucosa bucal e intestinal do
homem. Em 1834 Ehrenberg descreveu a Spirochaeta plicatilis, de vida livre. No
entanto, a importancia deste grupo deveu-se a descoberta de Obermeier, em
1868, publicada em 1873, quando ele verificou, na RuUssia, a presenca de
espiroquetas no sangue de individuos com febre recorrente (PESSOA, 1963;
PAVLOVSKY, 1965).

Este grupo de microrganismos teve classificacdo incerta por um
longo periodo ficando ora no grupo das algas, ora no das bactérias e ora no dos
protozoarios. Por sua conformacéo helicoidal foi classificada, inicialmente, como
alga Cyanophyceae e depois como bactéria do género Paraspirillum (PESSOA,

1963). As borrelias, contudo, por um longo tempo permaneceram dentro do



antigo Filo Protozoa, Classe Spirochetes, género Borrelia (BRUMPT, 1927).
Entretanto, a partir de 1948, os bacteriologistas sistematas colocaram-nas como
um grupo especial entre as bactérias (PESSOA, 1963; KRIEG & HOLT, 1984).
A espécie tipo é a Borrelia anserina Sakharoff, 1891. As borrelias patogénicas,
na sua maioria, Sd0 parasitas sanglineos de animais e do homem
(FELSENFELD, 1965; BARBOUR & HAYES, 1986), embora exer¢cam uma
relacdo  simbidtica com o0s carrapatos, especialmente  argasideos
(HOOGSTRAAL, 1979).

Como membro da Ordem Spirochaetales, Familia Spirochaetaceae, estas
bactérias se distinguem, morfologicamente, dos demais géneros da familia por
serem maiores, possuirem 2 ou mais flagelos periplasmicos € menor nimero de
espiras (PFISTER et al., 1994; QUINN et al., 1994). Entretanto, dentro de uma
Unica espécie, pode ocorrer pleomorfismo de acordo com a cepa (BENNETT,
1995).

O género Borrelia Swellengrebel, 1907, foi denominado em homenagem a
A. Borrel.  As diferentes espécies de Borrelia possuem formato helicoidal com
3 a 10 espiras e medem de 0,2 a 0,5 um por 3 a 30 um. O protoplasma €
cilindrico e envolto pela membrana celular da qual partem de 15 a 20 flagelos

periplasmicos; estes flagelos sdo denominados filamentos axiais, endoflagelos ou



fibrilas periplasmicas. Possuem, externamente, outra membrana contendo
diversas proteinas de superficie e ndo possuem tabulos citoplasmaticos (KRIEG
& HOLT, 1984; BARBOUR & HAYES, 1986).. Segundo CANALE-PAROLA
(1978) as espiroquetas possuem trés tipos de movimentos em meio de cultura
liquido: a) locomocao, b) rotacdo no eixo longitudinal e ¢) movimentos flexiveis.
As espiroquetas podem, ainda, realizar motilidade translacional em meios de
cultura contendo agar a 1% onde elas deslizam e se arrastam lentamente.
GUERREIRO et al. (1984) referiram-se ao movimento tipo “saca-rolha”,
observado nos microrganismos pertencentes ao género Borrelia.

Segundo KLAVITER & JOHNSON (1979) a parede celular de B.
hermsii contém acido muramico e ornitina detectaveis em todas as células..
Estudo comparativo através da microscopia eletrénica, entre B. hermsii e B.
hispanica, conduzidos pelos mesmos autores, revelou diferenca no nimero de
flagelos entre as duas espécies e que este parametro constitui-se em uma
ferramenta potencialmente Gtil para a taxonomia de Borrelia.

BRORSON & BRORSON (1997) relataram a transformacdo da
forma cistica de B. burgdorferi para a forma normal de espiroquetas moveis, o
que ocorreu apo6s a inoculacdo de Borrelia em meios de cultura sem soro.
Segundo os autores estas formas apareceram apds uma semana de incubacéo.

Observaram, ainda, que estes cistos, quando transferidos para 0 mesmo meio



contendo soro, desenvolviam formas de espiroquetas regulares, mdveis no
periodo de 6 semanas.

Segundo BARBOUR (1988) as células de B. burgdorferi contém dois
tipos extra-cromossomiais de DNA: um plasmidio circular e um plasmidio
linear. O altimo tipo de DNA extra-cromossomial era covalentemente fechado .
Segundo o autor o namero de plasmidios diminui durante subculturas no
laboratorio. SCHWAN et al. (1988), observaram mudancas na infectividade e
uma reducdo no namero de plasmidios detectaveis quando utilizavam cultura
continua BSK II. Além disso, observaram mudancas nas proteinas e
lipopolissacarideos das espiroquetas.

Esferoplastos de Borrelia foram obtidos pela aplicagdo de lisozima e
EDTA no meio de cultivo; a observacdo microscopica, no final do processo,
revelou células esféricas e semitranslucidas. Ainda, segundo BRUCK et al.
(1995) o sucesso na conversdo da fase de espiroquetas para esferoplastos foi
influenciada pela variagdo do pH. PREAC- MURSIC et al. (1996) relataram
sobre a presenca de esferoplastos variantes de B. burgdorferi em pacientes
submetidos a antibioticoterapia.

As borrelias se reproduzem por fissdo binaria transversal, sdo
microaerofilas, quimioheterotroficas, ou seja, utilizam substancias quimicas

como fonte de energia e compostos organicos como fonte de carbono. Em seu



metabolismo utilizam carbohidratos, aminoacidos, acidos graxos de cadeia longa
e alcoois graxos como fonte de carbono e energia (CANALE-PAROLA, 1977;
JOHNSON 1977). Segundo JOHNSON et al. (1984), a taxa de guanina +
citosina de DNA, para B. burgdorferi, foi 27,3 — 30,0 moles %.

As borrelias conhecidas causam cinco grupos de enfermidades
distintas:

1. Febre recorrente humana, ocasionada pelo grupo da B. recurrentis Lebert,
1874, lato sensu. E uma das enfermidades mais antigas. Ha registros de
sua ocorréncia anterior ao inicio das civilizagbes egipcias e até hoje
causou incontaveis Obitos (BRUMPT, 1927; PESSOA, 1963;
PAVLOVSKY, 1965; BARBOUR & HAYES, 1986).

2. Borreliose aviaria, determinada por uma Unica espécie, B. anserina
Sakharoff, 1891; causa processos anemiantes, febre, depressédo e altas
taxas de morbidade nas aves (BRUMPT, 1927; DIAB & SOLIMAN,
1977; QUINN et al., 1994).

3. Espiroquetose bovina, causada pela B. theileri Laveran, 1903, determina
anemia em ruminantes e equinos, considerada pouco patogénica (KOCH et
al., 1990; QUINN et al., 1994).

4. Borreliose de Lyme, causada pelo grupo da B. burgdorferi Johnson,

Schmid, Hyde, Steigerwalt, & Brenner, 1984 lato sensu, com nove



espécies definidas e uma genoespécie ndo nomeada (BENNETT, 1995;
EUZEBY, 1995; MARCONI, et al., 1995; BARBOUR et al., 1996; LE
FLECHE et al., 1997; WANG et al., 1997).

5. Aborto epizodtico bovino, enfermidade que acomete bovinos e cervideos
causada pela B. coriaceae Johnson, Burgdorfer, Lane, Barbour, Hayes &
Hyde, 1987 (BREITSCHWERDT ET AL., 1994; ZINGG & LEFEBVRE,
1994).

As espécies de Borrelia foram nomeadas, principalmente, segundo
seu vetor, por serem transmitidas principalmente por carrapatos entretanto,
também podem ser transmitidas pelos Anoplura. Para as espécies de Leptospira,
outro género de espiroqueta, existem registros da transmissao de L. pomona por
Ornithodorus turicata (BURGDORFER, 1956; HOOGSTRAAL, 1979).
Atualmente a identificacdo das espécies se da pela associacdo dos estudos
bioldgicos, bioquimicos e moleculares (HOOGSTRAAL, 1985; BARBOUR &
HAYES, 1986; MARCONI et al., 1995; BARBOUR et al., 1996; SILVA &
FIKRIG, 1997).

2.2. Mecanismo de transmissao de Borrelia burgdorferi sensu lato

As borrelias sdo transmitidas por carrapatos, embora em raros casos

ou experimentalmente, sejam transmitidas por tabanideos, culicideos e pulgas

(MAGNARELLI et al., 1986 e 1987, BUTLER & DENMARK, 1990). Dentre as
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espiroquetas, apenas as borrelias sdo transmitidas por ectoparasitos hematdfagos,
embora BURGDORFER (1956) tenha comentado sobre a possibilidade dos
carrapatos argasideos transmitirem leptospiras na natureza (BURGDORFER &
PICKENS, 1954).

O modo de transmissdao das borrelias pode ser transovariano
(vertical) e/ou transestadial (horizontal). Nas espécies transmitidas pelos
argasideos ocorre primordialmente a transovariana, o que € bem caracterizado no
género Argas com B. anserina, embora haja também transmissdo horizontal,
principalmente para o Ornithodorus com as espécies do grupo da febre
recorrente (HOOGSTRAAL, 1979 E 1985; BARBOUR & HAYES, 1986).
Contudo, nos argasideos 0 modo de transmissao esta intrinsecamente relacionado
a cepa do carrapato, regido fisiografica, espécie de Borrelia e ainda associagédo
com outros patogenos (DIAB & SOLIMAN, 1977; ZAHER et al., 1977;
HOOGSTRAAL, 1985).

Entre os acaros ixodideos podem ocorrer ambos os modos de
transmissdo (SMITH et al., 1978; RANDOLPH et al., 1996). O que foi melhor
compreendido com os estudos da borreliose de Lyme feitos por OLIVER Jr et al.
(1993), partindo-se do I. dammini (=1. scapularis) e demais espécies de Ixodes
vetores da B. burgdorferi lato sensu (BURGDORFER et al., 1985; ANDERSON

etal., 1987; MATHER & MATHER, 1990; EWING et al., 1994) e da associacao
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desta com Babesiose e Ehrlichiose (SPIELMAN et al., 1979 e 1985; PIESMAN
et al., 1986; SPACH et al., 1993; ANDERSON et al., 1993; MAGNARELLI et
al., 1995).

Nos argasideos todos os instares tém habilidade para transmitir
Borrelia, enquanto que nos ixodideos o estagio de ninfa é o de maior
importancia epidemiolégica na transmissdo, manutencdo e dispersdo da
espiroqueta. Estes processos estdo relacionados ao hospedeiro no qual o
carrapato realize seu repasto (BENACH et al., 1987; LANE & BURGDORFER,
1987, LANE & MANWEILER, 1988, TELFORD & SPIELMAN, 1989;
BOUSEMAN et al., 1990). Na ninfa a transmissdo é mais eficiente quando esta
encontra-se parcialmente ingurgitada (PIESMAN, 1991; SHIH & SPIELMAN,
1993b; GERN & RAIS, 1996).

O tempo de fixacdo no hospedeiro é relevante quanto a eficiéncia na
transmissdo. Estudos demonstraram que, para 0s ixodideos, € necessario um
tempo superior a 48 horas para transmissdo exclusivamente pela saliva
(PIESMAN ET AL., 1987; FALCO & FISH, 1988; FALCO & FISH, 1989;
FALCO et al., 1995). Ja para os argasideos o tempo de fixacdo ndo é relevante
(DODGE, 1973; HOOGSTRAAL, 1985; SMITH et al., 1985) porque nesta

familia ocorre transmissao tanto via saliva quanto via liquido coxal, exceto na
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fase larvar quando o repasto sangilineo se processa entre 3 e 5 dias
(BALASHOV, 1972; HOOGSTRAAL, 1985; SONESHINE, 1991).

Os carrapatos dos géneros Argas e Ornithodorus tém potencial para
transmitir quase todas as borrelias (HOOGSTRAAL, 1985; BARBOUR &
HAYES, 1986) enquanto que nos ixodideos o fenbmeno € mais restrito. Dos
cinco grupos de borrelioses todas sao transmitidas por carrapatos, tendo cada
grupo sua(s) espécie(s) de Borrelia e 0s respectivos artropodes vetores.

A relacdo Borrelia versus carrapato é tdo estreita que a espécie pode
ser isolada e identificada com o auxilio do xenodiagnostico (BURGDORFER,
1984; APPEL et al., 1993; GERN et al., 1993). Antigenos salivares do carrapato
podem ser inoculados, junto com a espiroqueta, de forma a induzir determinadas
expressdes antigénicas pela Borrelia e, consequentemente, resposta imunologica
especifica pelo hospedeiro. Estes antigenos podem ser utilizados para triagem
epidemioldgica e relacionando-os a Borrelia spp. (BARBOUR et al., 1983;
SCHWARTZ et al., 1990; SCHWARTZ et al., 1993; EWING et al., 1994;
MAGNARELLI et al., 1995c). No momento da transmissédo a saliva do carrapato
exerce, ainda, acdes farmacologicas como o bloqueio de células fagocitarias e
inflamatorias, facilitando a penetracdo e disseminacgédo do patégeno (RIBEIRO et

al., 1987; URIOSTE et al., 1994).
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Embora o principal modo de transmissdo de Borrelia seja por
carrapatos pode ocorrer, ainda, pela urina entre roedores, por transfusdo
sangliinea, por transplante de tecido, por contato e congénita em caes
(BURGESS et al.,, 1986a; HYDE et al., 1989; DORWARD et al., 1991;
BURGDORFER, 1993; GUSTAFSON et al., 1993; KARCH et al., 1994).

SCHLESINGER et al. (1985), relataram o caso de uma paciente que
desenvolveu borreliose de Lyme no primeiro trimestre de gravidez e ndo recebeu
antibioticoterapia. O recém nascido veio a 6bito com uma semana de vida; foram
achadas espiroguetas na histopatologia do baco, rins, medula éssea e liquido

sinovial.

2. 3. Borreliose de Lyme em animais domésticos

Subsequentemente a identificacdo desta doenca em humanos, B.
burgdorferi foi reconhecida como capaz de infectar animais silvestres. BOSLER et
al. (1986), demonstraram espiroguetas em urina e sangue, de animais domésticos.
No nordeste dos Estados Unidos o agente esta amplamente disseminado em
roedores e cervideos (MAGNARELLI et al., 1986) que sdo reservatorios naturais.
Os animais domésticos como caninos, eqliinos e bovinos comportam-se como
agentes transportadores de vetores aos domicilios (ANDERSON, 1988). Em

contraste com a infecgdo inaparente nos animais silvestres, este agente pode causar
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doenca clinica nos animais domésticos (BURGESS et al., 1987; MAGNARELLI
etal., 1987).

O primeiro caso de borreliose de Lyme em animais domesticos foi
reportado por LISSMAN et al. (1984) em um céo na cidade de Nova York, nesta
década a incidéncia da doenca cresceu muito. Os gatos também séo conhecidos
como suscetiveis a borreliose de Lyme, no entanto, poucos casos tem sido
relatados (APPEL, 1990).

BURGESS et al. (1987) descreveram um caso clinico com altos
titulos de anticorpos no soro, leite e liquido sinovial de bovino proveniente de area
onde foram registrados casos de infec¢do por B. burgdorferi em humanos e nédo
havia sido registrado a ocorréncia de 1. scapularis. Outros animais assintomaticos,
pertencentes a0 mesmo rebanho, apresentaram altos titulos de anticorpos,
sugerindo infeccdo por B. burgdorferi. O diagnostico de borreliose de Lyme foi
baseado nos altos titulos de anticorpos obtidos pela técnica de Imunofluorescéncia
Indireta (IF1) no soro e liquido sinovial; lesdes histopatoldgicas de articulagdes
semelhantes aos observados em humanos; auséncia de outras bactérias, como
Mycoplasma sp., e 0 isolamento de B. burgdorferi a partir de figado e pulméao do

animal sintomatico.
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Em bovinos infectados, foi observado espiroquetas a partir de colostro
mas ndo no leite (BURGESS, 1989). BRAND (1990) relatou altos niveis de
anticorpos em bovinos velhos, sugerindo repetidas infeccbes anuais.

PARKER & WHITE (1992) publicaram uma reviséo sobre borreliose
de Lyme em bovinos e equinos, relatando a dificuldade do diagnostico clinico e do
isolamento de B. burgdorferi. Os autores referiram-se a ocorréncia de animais
assintomaticos com sorologia positiva.

WELLS et al. (1993) constataram maior sensibilidade e
especificidade do teste ELISA em relacdo ao teste de Imunofluorescéncia Indireta
(IFI). Estes autores observaram que a soropositividade para B. burgdorferi pelo
teste ELISA ndo teve associacdo com a soropositividade para 6 sorotipos de
Leptospira interrogans. Observaram, também, altos titulos de anticorpos contra B.
burgdorferi associados com sintomas de claudicacdo em vacas leiteiras.

TAKAHASHI et al. (1993) incluiram a regido sudeste de Hokkaido,
Japdo, como éarea endémica de borreliose de Lyme e onde B. burgdorferi foi
isolada de I. ovatus e I. persulcatus. Segundo os autores estes artrépodes sdo
largamente encontrados em Hokkaido e varias outras regifes do Japdo. Relataram a
percentagem significativamente menor de soropositivos em bovinos com menos de
2 anos de idade em comparacdo com os animais de mais de 3 anos, sugerindo que

melhores condi¢des de pastagem reduzem a oportunidade da infeccdo por B.



16

burgdorferi. Relataram, ainda, a distribuicdo sazonal de percentagens de
soropositivos e a ocorréncia de titulos de anticorpos em bovinos sintomaticos e
assintomaticos.

Em Wisconsin, nos Estados Unidos, observaram a alta correlacéo
entre a distribuicdo geografica de rebanho bovino leiteiro, soropositivos para B.
burgdorferi, com a distribuicdo geografica do carrapato I. scapularis (BENXIU et
al., 1994).

JOPPERT (1995) padronizou a sorologia para espécie canina,
utilizando o teste ELISA indireto e estudou a soroepidemiologia da borreliose de
Lyme em cées na regido de Cotia, Estado de S&o Paulo. Observou que 8,4% dos
animais analisados apresentaram anticorpos capazes de reconhecer B. burgdorferi
cepa G39/40 n&o havendo predisposi¢do quanto ao sexo ou faixa etéria do animal.
Detectou, porém, uma maior frequéncia de soropositivos em animais com historia
prévia de contato com carrapatos. O autor descreveu que ndo houve associacao
entre os resultados positivos para B. burgdorferi, pelo teste ELISA, e resultados
positivos para L. interrogans pelo teste de soroaglutinagdo rapida.

FONSECA et al. (1995b) e FONSECA et al. (1996) descreveram
altos titulos de anticorpos contra B. burgdorferi em bovinos assintomaticos
provenientes do Estado do Rio de Janeiro e Espirito Santo. Detectaram, também,

presenca de antigenos circulantes em 6,2% de 129 cées no Estado do Rio de
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Janeiro. Em outro estudo relataram a deteccdo de espiroquetas, através de
microscopia de campo escuro e contraste de fase, no sangue periférico de gambas
(Marsupialia: Didelphida) no municipio de Itaguai, Estado do Rio de Janeiro. Os
autores discutiram a importancia epidemioldgica desse achado, uma vez que 0S
marsupiais sdo comuns no Brasil e encontrados, com frequéncia, em areas urbanas
(FONSECA et al., 1995a).

ISHIKAWA (2000), observou altera¢do na producdo de anticorpos,
da classe 1gG anti-B. burgdorferi, em bovinos, ap0s vacina contra leptospirose e
apos associacdo de diferentes estimulos antigénicos. Segundo a autora, nédo
houve interferéncia na soropositividade dos ensaios imunoenzimaticos para
borreliose de Lyme, babesiose e anaplasmose nos bovinos. Estudos sorolégicos
em bovinos, conduzidos por ISHIKAWA (2000), nos estados do Rio de Janeiro,
Espirito Santo e S&o Paulo, demonstraram altos titulos de anticorpos anti-B.
burgdorferi, Babesia bigemina, Babesia bovis e A. marginale, demonstrando a
ocorréncia de infeccdo simultanea por estes agentes na populacdo animal

estudada.

2. 4. Borreliose de Lyme em animais silvestres e aves.
OLSEN et al. (1993), estudaram a borreliose de Lyme em aves

aquaticas infestadas por carrapatos da especie I. uriae. Eles relataram a presenca de
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espiroguetas viaveis através do cultivo em meio de BSK (Barbour- Stoenner
Kelly)-1l incubado a 33 °C.

NAKADO et al. (1994) estudaram, no Japéo, a espirogueta da doenca
de Lyme, observando o ciclo enzootico de transmissdo entre o carrapato I.
persulcatus, roedores e as aves.

CRAINE et al. (1997) verificaram o papel do esquilo cinzento e do
faisdo na transmissdo de B. burgdorferi sensu lato. Estes animais sdo hospedeiros
importantes de larvas e ninfas de I. ricinus L., o principal vetor da espiroqueta da
doenca de Lyme.

KUTENBACH et al., (1998) estudaram um foco de borreliose de Lyme
em aves de caca no Sul da Inglaterra. Foram analisados carrapatos, roedores e
faisdes, através da técnica PCR. Nos carrapatos da espécie Ixodes ricinus, foram
detectadas trés genoespécies de B. burgdorferi sensu lato, com predominéncia de
B. garinii e B. valaisiana. Mais de 50% das ninfas ingurgitadas coletadas de
faisdo estavam infectadas com B garinii ou B. vailasiana. Este dado indica que
genoespécies diferentes de B. burgdorferi sensu lato podem ser mantidas na
natureza pela transmissao distinta entre ciclos envolvendo a mesma espécie de

carrapato vetor; porém, com as diferentes espécies de hospedeiros vertebrados.
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2. 5. Borreliose de Lyme em Seres Humanos

A manifestacdo clinica da borreliose de Lyme difere de regido para
regido associado as caracteristicas antigénicas. Na América do Norte ha
predominio de manifestagbes cutaneas e articulares, no Continente Europeu,
predominam manifestacBes neuroldgicas enquanto que no Continente Asiatico as
sintomatologias sdo basicamente cutaneas e neurologicas (EUZEBY, 1995).

Na Ameérica do Sul YOSHINARI et al. (1989) publicaram o primeiro
artigo sobre revisdo da borreliose de Lyme, alertando a classe médica sobre a
existéncia desta enfermidade no pais. Neste ano uniu-se, na Universidade de Sao
Paulo, uma equipe multidisciplinar voltada para a investigacdo desta doenca
infecciosa, sendo criado um laboratorio destinado a realizacdo de provas
soroldgicas e cultura de B. burgdorferi em meio BSK. Casos clinicos, com
confirmacdo sorologica, foram identificados no estado de Sdo Paulo embora o
isolamento do agente infeccioso ndo tenha sido possivel (BARROS et al., 1993;
YOSHINARI et al., 1991 e 1993).

YOSHINARI et al. (1995) publicaram um artigo retrospectivo sobre
borreliose de Lyme no Brasil, caracterizando-a como uma zoonose emergente de
interesse multidisciplinar. Relataram a identificacdo e estudo de 25 pacientes

portadores desta borreliose; tracaram o perfil clinico, sorolégico e epidemioldgico
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e discutiram a participacdo dos animais domesticos e silvestres no ciclo desta
enfermidade em nosso meio.

FILGUEIRA et al. (1989) e AZULAY et al. (1991), no Rio de
Janeiro, e TALHARI et al. (1992), em Manaus, igualmente relataram casos de
borreliose de Lyme em seres humanos com manifestacfes cutaneas. STANCHI &
BALAGUE (1993) mostraram a presenca de anticorpos contra B. burgdorferi em
trabalhadores rurais na Argentina com sintomas de artrite. O agente etioldgico ndo
foi isolado e os possiveis vetores sdo desconhecidos . Os autores discutem a
necessidade de precaucgdes na interpretacdo clinica das artrites até que a presenca
de B. burgdorferi seja confirmada pelo cultivo nos meios especificos. CICERONI
et al. (1994) realizaram estudo soroepidemioldgico determinando a baixa
prevaléncia de casos de borreliose de Lyme e Febre Recorrente transmitida por
carrapatos em humanos de 3 comunidades da Bolivia. Demonstraram a alta
frequéncia de reacbes cruzadas entre B. burgdorferi e os agentes etiol6gicos da
Febre Recorrente (Borrelia parkeri e Borrelia turicatae) sendo este o primeiro
relato da presenca destas borrelioses na Bolivia, reforcando a existéncia da B.
burgdorferi na América do Sul.

BARROS (1995) padronizou a sorologia para deteccdo de anticorpos
contra B. burgdorferi, cepa G39/40, em humanos no Brasil, pelos ensaios

imunoenzimaticos ELISA indireto e Western blotting. Descreveu a ocorréncia de
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sorologia positiva, no Estado de Séo Paulo, semelhante a encontrada em areas
endémicas. Identificou e estudou 13 pacientes portadores da borreliose de Lyme
através de caracterizacdo epidemiologica, clinica e sorologica. As manifestacoes
variaram na forma de apresentacdo, predominando o eritema migratorio na fase
aguda e as maculas eritematosas na fase latente da doengca. Em comprometimento
articular houve predomineo de poliartralgias de grandes articulacfes. Nas afeccoes
neuroldgicas observou-se cefaléia, em fase aguda, e distarbios sensitivos
periféricos em fase latente da doenca. Acometimento cardiaco foi detectado em

apenas dois desses 13 pacientes.

2. 6. Isolamento e cultivo em artropodes

BURGDORFER et al. (1982) isolaram espiroquetas em carrapatos da
espécie I. dammini (=I. scapularis), posteriormente BENACH et al. (1983)
isolaram no sangue, JOHNSTON et al. (1985) na articulagdo, PREAC-MURSIC et
al. (1984) no liquor e STEERE et al. (1984) na pele de portadores da doenca de
Lyme. O agente foi denominado B. burgdorferi Johnson, Schmid, Hyde,
Steigerwalt & Brenner, 1984. (em homenagem a Burgdorfer que primeiro
descreveu 0 agente nos vetores).

O crescimento e multiplicacdo de Borrelia no carrapato é afetado

por processos fisiologicos durante o ciclo vital do artropode. Muitas
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espiroquetas podem morrer logo ap6s a mudanca de estagio do vetor; o
carrapato também pode vir a morrer em consequéncia de patologias causadas
por um nudmero excessivo de espiroquetas em seus orgdos (BURGDORFER,
1956; BALASHOV, 1972; SMITH et al., 1978; HOOGSTRAAL, 1985;
PIESMAN et al., 1990; SCHWAN, 1996).

A caracterizacdo de amostras de B. burgdorferi, isoladas de carrapatos da
espécie |. pacificus na Califérnia, foi estudada por BISSETT & HILL, (1987).
Estes autores pesquisaram 1714 carrapatos adultos sendo que 24 infectados,
reagiram com 0 conjugado anti-soro polivalente para B. burgdorferi. O cultivo
do microrganismo foi feito em meio de BSK, com e sem rifampicina (50uL).
Apos a inoculagdo foram incubados a 35° C por um periodo de 4 semanas. Os
tubos foram examinados e a observacdo das espiroquetas foi feito através da
microscopia de campo escuro.

O primeiro isolamento e cultivo de B. burgdorferi sensu lato, em Missuri,
foi realizado por OLIVER et al. (1998). Os isolamentos foram obtidos a partir de
carrapatos das espécies Ixodes dentatus ou Amblyoma americanum provenientes
de coelhos (Sylvilagus floridanus) de uma fazenda na cidade de Bollinger, onde
um caso humano da doenca de Lyme foi relatado. Os carrapatos foram
removidos dos coelhos e inoculados em meio de BSK-11 contendo 0,023% de L-

cisteina, 0,015% de DL-dithiothreitol, 1ug de L-glutamina por mL, 0,15% de
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agarose, 50ug de rifampina por mL, 20ug de fosfomicina por mL e 2,5ug de
anfotericina B por mL. As culturas foram incubadas em atmosfera com 5% de
CO; a 33 °C. As espiroquetas foram examinadas pela microscopia de campo
escuro apds 2 a 6 semanas. Eles realizaram analise dos isolados das espiroguetas
através a técnica de imunofluorescéncia indireta. Os lisados das espiroquetas
foram caracterizados através do sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) e, finalmente, analisados por PCR.

RAS et al.( 1997) trabalharam com uma amostra de B. burgdorferi oriunda
de casos humanos (sangue, pele, fluido sinovial, liquido céfalo-raquidiano), de
carrapatos (I. ricinus, l. scapularis e I. pacificus) e de camundongos de pata
branca. Estas amostras cresciam no meio de BSK suplementado de 6% de soro
de coelho e 1% de gelatina e foram incubadas na temperatura de 30 °C.

O isolamento de Borrelia tem sido realizado a partir de saliva,
fragmentos de glandula salivar e intestino, dos carrapatos da espécie I.
scapularis, 1. s. dammini, I. pacificus, I. persulcatus, I. ricinus, . ovatus, A.
americanum, D. variabilis e outros (MIYAMOTO et al. 1992, NAKAO et al.
1992, EWING et al. 1994, TAKADA et al. 1994, TALLEKLINT & JAENSON

1996).

2. 7. Cultivos de Borrelia spp em diferentes meios
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Um dos primeiros trabalhos realizados para obtencdo do
crescimento de espiroquetas constou de uma técnica desenvolvida por OAG
(1948) baseada na utilizacdo de ovos embrionados. Este autor cultivou, com
sucesso, B. duttoni, em embrido de pinto, por um periodo de um mes. Ele
observou, ainda, que apos repetidas passagens nos embrides mais desenvolvidos
ocorria um aumento de motilidade destas espiroguetas.

KELLY (1971) trabalhou com B. hermsii, agente etioldgico da febre
recorrente, e elaborou um meio de cultivo com a seguinte composicao:
Na,HPO,.7H,0; NaH,P0O,.H,0O; NaCl, KCI, MgCl,.6H,0, glicose, proteose
peptona, triptona, piruvato de sodio, citrato de sodio, N-cetilglucosamina,
NaHCO; (4,5%), albumina bovina, gelatina e soro de coelho a 6%, pH 7,8. A
incubacdo das culturas foi feita a 35 °C. Este meio permitiu o crescimento do
microrganismo possibilitando determinar o tempo de geracdo que foi de 18
horas.

DODGE (1973), isolou B. recurrentis utilizando varios meios
bacterioldgicos padrdes adicionados com diferentes suplementos, que foram
testados para propiciar o crescimento in vitro deste microrganismo. Esta autora
utilizou 4 diferentes meios: 1- TSY- Trypticase Soy Yeast Broth : caldo base
soja tripticase, extrato de levedura, gelatina, azul de bromotimol, albumina sérica

bovina; 2- TSY —G- € 0 TSY adicionado de 0,4 mL glicose a 10 % em cada tubo
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contendo 5 mL deste meio; 3- TSY-S: é 0 TSY adicionado de 0,4 mL de sucrose
a 10% em cada tubo contendo 5 mL deste meio; 4- Meio de CTA- Cysteine
Trypticase Agar: adicionado de extrato de levedura a 1 % e glicose a 1%. As
seguintes substancias foram adicionadas nos meios de TSY e CTA: N- acetil
glucosamina, piruvato de sédio, NaHCO3 e soro de coelho. Todos estes 4 meios
foram testados e comparados com meio de kelly (KELLY, 1971). Na avaliacédo
dos meios utilizados concluiu-se que : 1- O maximo de crescimento ocorreu no
meio de TSY-S; 2- Todos os meios testados foram capazes de propiciar o
crescimento do microrganismo e 3- Nenhum crescimento ocorreu quando a
albumina era retirada do meio de cultivo.

COWLEY & HILL (1986) cultivaram espiroquetas do ceco de rato
em meio com a seguinte formula: glicose, celobiose, amido soluvel, sulfato de
amonio, resazurina, tioglicolato de sodio, agar-agar, peptona, extrato de
levedura, fluido de rimen e uma solucéo de sal. A composicdo da solucéo de sal
era: cloreto de calcio, sulfato de magnésio, fosfato dipotéssico, fosfato
monopotassico, cloreto de sodio e carbonato de sodio. Apds a autoclavagédo do
meio 0s autores adicionaram sangue citratado de bovino, para obter uma
concentracdo final de 10%. Para tornar o meio seletivo eles adicionaram
rifampicina e polimixina B. As culturas foram incubadas em anaerobiose por 7

dias a 37 °C. As espiroquetas foram isoladas do Iimen cecal e do tecido epitelial.
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RAWLINGS et al. (1987) isolaram Borrelia de pacientes do Texas
(EUA). Estas espiroquetas foram isoladas de sangue, fluido cérebro-espinhal,
pele e fluido de joelho . Estes materiais foram inoculados em meio de BSK-II
adicionados de 1 mL de L-glutamina a 3% por mL de meio, ap0s 2 semanas o0
meio foi estocado por um periodo de 1 mes e incubados a 34° C. As amostras de
cada cultura, apos 14 a 21 dias, foram examinadas pela microscopia de campo
escuro para a observacdo das espiroquetas. Testes de anticorpos fluorescentes
com anticorpos monoclonais de camundongo, confirmam que 7 destes isolados
eram de B. burgdorferi e que 2 outros pertenciam ao género Borrelia.

BURGESS et al., (1987) estudaram artrite e uma doenca sistémica
em vacas com infeccédo causada por B. burgdoferi. Os animais foram sacrificados
e coletados os seguintes materiais: urina, saliva, sangue, leite, pulméo, rim, baco,
coracdo, cérebro e figado. Estes materiais foram inoculados em meio BSK-II. A
espiroqueta foi isolada somente do pulmdo e do figado. Altos titulos de
anticorpos contra B. burgdorferi foram detectados no soro, leite e fluido sinovial.

SCHWAN et al. (1988) observaram mudancas na infectividade e
uma reducdo no numero de plasmidios detectaveis quando utilizavam cultura
continua em meio BSK-11. Além disso ocorriam mudancas também nas proteinas

e lipopolissacarideos das espiroquetas, durante este cultivo.
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CALLISTER et al. (1990) estudaram os efeitos de albumina sérica
bovina sobre o meio de BSK para deteccdo de B. burgdorferi. Eles
demonstraram que a fragdo V da albumina sérica bovina, usada no meio de BSK,
pode afetar a recuperacdo quando ha um pequeno ndmero de borrelias. Eles
utilizaram 6 diferentes lotes de albumina sérica provenientes de trés laboratérios
(Armour, Sigma e GIBCO). Revelaram que a morfologia de Borrelia pode ser
afetada por este ingrediente do meio; estas bactérias apresentavam-se menos
moveis e tinham uma aparéncia granulada. Mostraram, ainda, que o crescimento
de B. burgdorferi em meios com albumina de procedéncias diversas afetava a
qualidade do teste indireto de anticorpo fluorescente.

N&do tem sido relatada a atividade hemolitica de B. burgdorferi
entretanto WILLIAMS & AUSTIN (1992) observaram zonas de  hemdlise ao
redor das coldnias que cresciam em meio de BSK contendo agarose e sangue de
equino. O meio foi incubado em jarra de anaerobiose com vela, por um periodo
de 1 a 3 semanas a 34 °C. A hemolise foi mais acentuada no meio com sangue de
equino do que no meio com sangue de bovino, ovino ou coelho. Esta hemdlise,
aumentava apos incubacdo quente-frio, semelhante a atividade fosfolipasica
tipica, que ocorre com outras bactérias. A presenca de Borrelia foi verificada

pela microscopia de campo escuro.
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KUIPER et al. (1994) isolaram B. burgdorferi a partir da biopsia de
espécimens retiradas da pele com aparéncia saudavel e do fluido cérebro-
espinhal de pacientes com doenca de Lyme. Estes autores utilizaram o meio de
Kelly modificado adicionado de rifampicina e fosfomicina (concentracéo final de
50 mg/L e 100 mg/L, respectivamente) para inibir possiveis contaminantes
bacterianos. A incubacéo foi feita a 33 °C durante 8 semanas. Em experimentos
preliminares demonstraram que estas concentracdes ndo inibiam o crescimento
do microrganismo em questdo. A cultura foi considerada positiva gquando
apareciam as espiroguetas maéveis, observadas através da microscopia de campo
escuro, realizada semanalmente.

BAHRMAND et al. (1996) descreveram um novo meio sélido para
0 crescimento de B. microti e B. persica. Normalmente o cultivo e isolamento de
Borrelia demora cerca de 21 dias entretanto, neste novo meio, houve redugdo do
tempo de cultivo para 72 horas. Isto permitiu um diagnoéstico mais rapido das
enfermidades causadas por estas duas bactérias e um tratamento melhor dos
pacientes. O meio de cultivo denominado SCM (Solid Culture Medium) era
composto de duas fragbes. A fracdo | era composta de Neopeptona, HEPES,
citrato de sodio, glicose, piruvato de sédio, N-acetilglucosamina, bicarbonato de
sodio, extrato de levedura, TC Medium 199, gelatina e soro albumina bovina.

Apds filtracdo os autores adicionaram kanamicina (8 ug/mL) e 5-fluorouracil
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(230 pg/mL). A fracdo Il consistiu de agarose, soro estéril de coelho e
bicarbonato de sédio. As solucdes dessas fracdes (I e IlI) foram misturadas e
distribuidas em placas de Petri. A incubacéo foi feita em jarra de anaerobiose,
numa temperatura de 34 °C. Estes autores obtiveram, ainda, uma curva de
crescimento para as duas bactérias.

O cultivo de B. burgdorferi sobre o meio sélido pode facilitar o
diagnostico da doenca de Lyme. PREAC-MURSIC et al. (1991) relataram sobre
o cultivo de B. burgdorferi em seis meios de cultura solidos utilizando soro de
coelho e albumina sérica bovina, presentes ou nao, nos diferentes meios: BSK
agar, BHIAM agar, TAROM agar, MEM agar, MKP agar e PMR agar. Para
tornar esses meios seletivos eles adicionaram co-trimoxazole, amicacina,
fosfomicina e outros antibidticos. Apds a incubagdo em jarras, com vela e na de
Gaspak, por um periodo de 2 a 4 semanas, as colbnias de Borrelia foram
contadas e sua morfologia caracterizada. A cultura sobre o PMR agar resultou
numa recuperacao mais rapida e na melhor formacéo das coldnias que variaram,
em tamanho, de 0,3 a 3,0 mm. No meio MEM agar ndo houve crescimento deste
microrganismo. Um crescimento pobre foi observado sobre os meios de BHIAM
agar e de Tarom agar. As colonias foram contadas e a morfologia descrita. Foram
examinadas através da microscopia de campo escuro e, logo apdés, recultivadas

sobre PMR agar e em meio MKP.
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SAMBRI & CEVENINI (1992) estudaram a incorporagao, ou néo,
de cisteina em meio BSK para o isolamento de B. burgdorferi e B hermsii. A
quantidade de cisteina que eles acrescentaram foi de 0,185 -5,92 mM no CMRL
testado. O crescimento bacteriano maximo ocorreu quando a concentracdo de
cisteina, em CMRL 1066, alcancava 1,48 mM. Esta quantidade representava a
concentracdo standard de cisteina no meio; altas concentragdes inibiam o
crescimento de Borrelia. Esses autores mostraram que a cisteina entrava nas
células de B. burgdorferi e B. hermsii por difusdo passiva, detectada através de
cisteina radioativa. No meio CMRL sem cisteina o crescimento de Borrelia foi
detectavel, embora reduzido em aproximadamente 80%.

A contaminacdo bacteriana frequentemente interfere no sucesso da
recuperacdo das espiroquetas da doenca de Lyme quando se tem culturas de
tecidos provenientes de humanos infectados com B. burgdorferi. Foi entdo que
JOBE et al. (1993) realizaram estudos para a recuperacao de B. burgdorferi pela
utilizacdo de filtros com poros medindo 0,20 ou 0,45 um. Com estes filtros foi
possivel recuperar até mesmo baixas concentragcdes de cultura da Borrelia
contaminadas com Staphylococcus aureus, Streptococcus fecium, Escherichia
coli e Bacillus subtilis. Todas as culturas foram filtradas e incubadas a 32 °C por
2 semanas. Eles concluiram que a filtracdo é um método de recuperacdo muito

eficiente para culturas contaminadas.
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POLLACK et al. (1993) procederam a padronizacdo de um meio de
cultura para isolar e cultivar espiroquetas da doenca de Lyme. Este meio
padronizado foi designado de BSK-H e ndo continha gelatina e nem agarose.
Neste meio cultivaram B. burgdorferi N 40, Guelford e JD-I, amostras de B.
hermsii (HS-1) e B. coriacee - CO53 (ATCC 43381). Este meio, uma
modificacdo do meio de BSK II, e seus componentes foram utilizados em
proporcOes que diferenciavam das do meio original. Cada isolamento foi
desenvolvido a partir de um inoculo de 1 a 5 células.

LEVINE et al. (1990) obtiveram, com sucesso, o crescimento de B.
anserina em meio liquido (BSK) em 39 passagens. Na 12° passagem a
infectividade da B. anserina foi perdida. O meio BSK modificado foi preparado
com 0,05% de soro de coelho e 0,04% de soro albumina bovina. A microscopia
eletrbnica ndo revelou estruturas diferentes entre culturas de organismos
infectantes e ndo infectantes. Mudancas no perfil das proteinas foram
encontradas através de eletroforese dos organismos passados em cultura.

WORMSER et al. (1998) estudaram a recuperacdo de B.
burgdorferi do sangue ou soro de 25% de pacientes com doenga de Lyme
precoce associada com eritema migratorio. O soro foi uma fonte para cultura do
material, muito melhor do que o sangue. O meio utilizado foi 0 BSK sem agentes

antimicrobianos.
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CUTLER et al. (1994) realizaram, com sucesso, o cultivo de B.
recurrentis, isolada de pacientes com febre recorrente transmitida por piolho, na
cidade de Addis Ababa. Os soros destes pacientes foram inoculados em meios de
Kelly e BSK-1I e incubados a 35 °C. As espiroquetas foram examinadas pela
microscopia de campo escuro.

NOHLMANS et al. (1995) fizeram analise genotipica e fenotipica
de B. burgdorferi isolada de pele humana e de carrapatos da espécie I. ricinus,
coletados de 17 localidades nos Paises Baixos. O meio de cultura utilizado foi o
BSK-IlI com adicdo de neomicina, sulfametoxazol e trimetoprim e, logo apés,
uma passagem em meio BSK sem antibidtico, foi estocado a —76 °C. Eles ainda
realizaram a preparacdo do DNA, eletroforese da proteina, hibridizacdo do DNA
e Western blot.

A utilizacdo de um método que constou da biopsia-punc¢éo de orelha
de roedores, para deteccdo e isolamento de B. burgdorferi foi idealizado por
SINSKY & PIESMAN (1989). Este método mostrou-se extremamente sensivel,
detectando até 100% de espiroquetas em hamsters infectados no laboratorio
através da picada de carrapatos e, até 95,8% em hamsters infectados por
inoculacdo intraperitoneal. As culturas foram mantidas e isoladas em meio de
BSK adicionado dos seguintes ingredientes: 0,023% de L-cisteina, 0,015% DL-

dithiotreitol, 1ug de L-glutamina por mL, 0,15% de agarose, 50ug de
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rifampicina, 20ug de fosfomicina e 2,5ug de anfotericina B por mL. Todas as
culturas foram mantidas a 34 °C e, apds 6 semanas, as espiroquetas viaveis foram
visualizadas pela microscopia de campo escuro.

A primeira caracterizacao de B. burgdorferi sensu lato, na Bulgaria,
foi realizada por CHRISTOVA et al. (1998) a partir de carrapatos da espécie |I.
ricinus e da bidpsia de pele de pacientes com eritema migratorio. Estes materiais
foram inoculados em meio de BSK-H e incubados a 33 °C. Agentes seletivos
foram adicionados, tais como: amicacina (10-20 mg/mL), trimetoprim-
sulfametoxazol (25-50 mg/mL) e fosfomicina (50-100 mg/mL). As culturas
foram checadas a cada 10 dias para o crescimento de Borrelia. Os autores
obtiveram 8 amostras de B. burgdorferi provenientes de carrapatos e de uma
biopsia de pele.

STRAUBINGER et al., (1997) verificaram a persisténcia de B.
burgdorferi em cées livres de patogenos, que foram infectados
experimentalmente com este microrganismo e, logo apds, tratados com altas
doses de antibidticos. Para o isolamento de Borrelia utilizaram bidpsia de pele
dos cdes antes e depois do tratamento com antibiotico. As amostras foram
cultivadas em meio de BSK-11 + meio de KR, incubadas a 34 °C por 5 semanas e

observadas através de microscopia de campo escuro.
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O metodo de cultivo e isolamento da espiroqueta da doenca de
Lyme, através da saliva de carrapatos da espécie I. scapularis (I. dammini) foi
descrito por EWING et al. (1994). A saliva foi coletada a partir de carrapatos
ingurgitados apos a inducdo de salivacdo com pilocarpina. Foi possivel isolar B
burgdorferi de 8 das 14 amostras de saliva. O isolamento foi feito em meio de
BSK com rifampicina (50ug/mL) ou kanamicina (8ug/mL), incubados a 33°C e
examinados periodicamente através da microscopia de contraste de fase para
visualizacdo das espiroquetas.

GUNER (1994) cultivou B burgdorferi em um novo meio chamado
ESG (antigo BSK-E), num sistema de co-cultura que tinha uma camada
alimentadora de tecido tibio-tarsal derivados de ratos LEW/N (esta articulacdo
foi escolhida porque € o local onde Borrelia reside durante a infeccdo). Este
novo meio foi desenvolvido para facilitar o crescimento, além de reter
patogenicidade e infectividade de Borrelia mesmo ap6s multiplas passagens no
sistema de co-cultura. O cultivo de B. burgdorferi “in vitro” em meio BSK
resulta em uma baixa de patogenicidade e infectividade apds repetidas
passagens.

KONISHI et al. (1993) desenvolveram um sistema de cultivo “in
vitro” com uso de cultura de células SfLEp (cottontail rabbit epithelium) para o

crescimento de B. duttoni amostra 406 K. Esta Borrelia, agente causal da febre
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recorrente, ndo se desenvolveu nos meios comumente utilizados para
crescimento das borrelias.

WITTENBRINK et al. (1996) realizaram o primeiro cultivo de B.
burgdorferi a partir do carrapato da especie I. ricinus. Estes autores utilizaram
meio BSK-II seletivo (BSK/C adicionado de cotrimoxazole numa concentracdo
final de 500ug/mL e BSK/5 FK adicionado de 5-Fluorouracil e kanamicina na
concentracdo final de 200 e 8ug/mL, respectivamente). O meio ndo seletivo
(BSK-I1) foi modificado pela variacdo das concentracbes de albumina sérica
bovina. O soro de coelho foi substituido pelo soro de cavalo. A maioria das
espiroquetas isoladas (85%) foram detectadas com trés semanas de incubacéo.
As espiroquetas isoladas foram identificadas como B. burgdorferi sensu lato
através do uso de PCR.

STRLE et al. (1996) isolaram, em 1994, B. burgdorferi sensu lato
de 231 pacientes com eritema migratdrio; as amostras de pele afetada foram
colocadas em meios que permitiam o crescimento de Borrelia. O cultivo das
amostras foi feito em meio de BSK-II modificado pela adicdo de L- cisteina
(ImM), dithiothreitol (1mM), rifampicina (40 npg/mL), e ciprofloxacina
(0,4nug/mL). As culturas foram incubadas a 33 °C por um periodo minimo de seis

semanas. Os microrganismos foram observados através da microscopia de campo
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escuro. Estudos sorologicos também foram realizados tais como ELISA,
imunofluorescéncia indireta e Western blot.

HU et al. (1995) estudaram a ligacdo do plasminogénio humano
com B. burgdorferi; eles utilizaram o plasminogénio marcado L'®°. O
plasminogénio liga-se a superficie da Borrelia e pode ser convertido para
plasmina pelo ativador plasminogénio tipo uroquinase-humana. Segundo estes
autores a associacdo da plasmina do hospedeiro com a proteina de superficie de
Borrelia explicaria 0 mecanismo pelo qual B. burgdorferi pode digerir a matriz
extracelular e depois disseminar-se pelo organismo. Os autores utilizaram as
amostras Borrelia 297, G 39/40 e a N 40 que foram cultivadas em meio de BSK-
Il e cresciam numa temperatura de 32 °C; a monitoracdo das culturas foi feita
através da microscopia de campo escuro.

MUNDERLOH et al., (1988) descreveram a formacéo de coldnias
de Borrelia burgdorferi sobre o meio BSK solidificado pela adicdo de 1,5 % de
agar, NaHCO3 e com duas vezes a quantidade de gelatina. A concentracdo alta
de agarose foi critica, porque 1 % dos microrganismos nao conseguiram formar
colénias. Os autores fizeram diluicdes das espiroquetas que foram distribuidas
sobre 0 meio e incubado em jarra com vela na temperatura de 34 °C . Apos 2 a 4
semanas as placas foram examinadas atraves de microscopia de varredura. A

média do diametro da colbnia foi de 0,3 a 1,5 mm com um maximo de 1,9 mm
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apos 5 semanas. Dois tipos de colonias morfologicamente distintas,
desenvolviam na camada superficial: uma das colnias era convexa rasa com
borda lisa, algumas vezes com o centro elevado, e uma outra era granular e
difusa. Formas intermediarias foram também observadas. Corpos esfericos
possivelmente representando células degeneradas ou danificadas foram vistas no
meio dos feixes de espiroquetas, especialmente no centro das colonias. Segundo
0 autor, a habilidade de B. burgdorferi para crescimento sobre o meio solido,
contitui-se uma opcao para analises genéticas.

BRORSON & BRORSON (1998), estudaram as alteracOes estruturais de B.
burgdorferi quando expostas ao fluido espinhal. As espiroquetas normais,
moveis foram inoculadas dentro de tubos com fluido espinhal e apés 1 a 24
horas, elas se convertiam para cistos (formas L- esferoplastos). Quando estas
formas foram transferidas para 0 meio BSK- H, 0s cistos se convertiam para
espiroquetas normais moveis ap6s um periodo de 9 a 17 dias.

BARANTON & SAINT-GIRONS (1988), estudaram a sobrevivéncia de B.
burgdorferi, cultivada por diversos meses em meio BSK Il. Neste material foi
adicionado de sangue de doadores normais e conservada numa temperatura de 4
°C. Deste material uma aliquota de 40 pL foi inoculada em BSK e examinado em
10 dias apoés incubacdo de 30 °C. Todas as culturas permaneciam positivas do 1°

ao 25° dias. Estes autores concluiram que a B burgdorferi sobrevive em
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amostras de sangue quando estocadas em bancos de sangue, em uma temperatura
de +4 °C, podendo ser transmitida por transfusdo sanguinea.

HEROLDOVA et al. (1998 ) cultivaram, B. Burgdorferi sensu stricto
amostra B-31 em meio liquido BSK-H, suplementado com 4,5 % de soro de
coelho e com a adicdo fosfomicina e rifampicina. Na variagdo da temperatura
de 25 °C a 27 °C, o tempo de geracdo foi entre 8:26 e 12:36 horas. A
temperatura Otima de crescimento para B burgdorferi foi 33 °C , embora um
bom crescimento ocorreu nas temperaturas de 28 °C, 30 °C, 35 °C e 37 °C. A
amostra tinha um crescimento lento na temperatura de 25 °C e na de 20 °C
nenhum crescimento foi observado.

LIVERIS et al., (1999) realizaram o isolamento de B. burgdorferi a partir
de 217 culturas oriundas de bidpsia de amostras de pele e sangue de pacientes
com borreliose de Lyme recente, os quais foram caracterizados geneticamente
pelo PCR. As amostras de pele obtidas de pacientes com eritema migratorio,
foram colocadas em meio de transporte. Os tecidos foram transferidos em 0,5
mL de meio BSK adicionado de soro de coelho e gelatina. Desta suspensao
foram colocadas 0,1 mL em 6 mL de meio BSK Il com soro de coelho a 6% e

gelatina (1,2%) e incubados a 34 °C por um periodo de 2 a 8 semanas.
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3. 1. Amostras de Borrelia.

As amostras B. burgdorferi (G39/40) e B. garinii (1B 29) e o meio
de BSK com soro de coelho ( meio padrdo) foram provenientes do Laboratorio
de doenca de Lyme da Faculdade de Medicina — Universidade de Sao Paulo. As
amostras padrdes foram conservadas em tubos “nunc” contendo meio BSK com

80% de glicerol estéril, em botijao de nitrogénio liquido.

3. 2. Meios de cultura utilizados

Os seguintes meios foram testados para cultivo de B. burgdorferi :
1) BSK padrédo (Barbour- Stoenner - Kelly, que sdo iguais ao Kelly modificado)
+ soro de coelho; 2) BSK + soro de suino ( proveniente da Suinocultura da
UFRJ); 3) BSK + soro de suino e 5-fluorouracil; 4) BSK + soro de coelho +
kanamicina; 5) BSK + soro de suino + kanamicina 6) BSK + soro de bovino; 7)
BSK + sangue de coelho + agar —agar a 5%; 8) BSK + sangue de suino + agar-
agar; 9) BSK + sangue de bovino; 10) BSK + agar -agar 0,1% + kanamicina +
soro de coelho; 11) BSK + soro de coelho + kanamicina + rifampicina; 12) BSK
+ soro de caprino; 13) BSK + soro de coelho + 1,5 % de agar-agar; 14) PMR +
soro equino; 15) PMR + soro de coelho ;16) PMR + soro suino; 17) PMR + soro
de suino + resazurina;18) PMR + soro de suino+Tween 80; 19) PMR + soro de

equino + rifampicina; 20) PMR + soro de equino + kanamicina; 21) PMR + soro
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de equino + albumina; 22) CTB (Trypticase Cysteine Broth); 23) CTB + soro de
suino; 24) CTB + soro de coelho; 25) CTB + soro de equino; 26) CTB +
kanamicina; 27) Dubos; 28) Caldo Brucella, 29) Caldo Brucella +soro de
coelho; 30) Caldo Brucella + soro de suino; 31) Caldo Brucella + soro de
bovino; 32) BHI. (Brain Heart infusion) ou agar; 33) BHI + NAG + 0,1 % agar -
agar + 5 Flu; 34) BHI + 0,1% agar -agar + 2,0 mL de 5 Flu; 35) BHI + 0,1% de
agar -agar + soro de bovino; 36) BHI + 1,5 % agar -agar + soro de coelho; 37)
BHI + 0,1 % de agar -agar + Rifampicina e + kanamicina + soro de coelho; 38)
BHI + 5 mL de 5 Flu ; 39) BHI + 1,0 mL de Flu; 40) BHI + NAG + 0,1 % de
agar -agar; 41) Agar Columbia + soro de suino; 42) Agar Columbia + soro de
coelho; 43) Agar Columbia + soro de suino; 44) Agar Columbia + soro de
bovino; 45) Caldo Tioglicolato + soro de suino; 46) Caldo Tioglicolato + 0,1%
de agar -agar + soro de equino; 47) Caldo Tioglicolato + 0,1% de agar -agar +
soro de suino; 48) Caldo Tioglicolato + 0,1% de agar -agar + soro de suino +
kanamicina; 49) Meio de Stuart + soro de coelho; 50) Meio de Stuart + soro de
equino; 51) Meio de Tarozzi + 0,3% de agar -agar; 52) NNN; 53) Meio de
Noguchi, 54); Meio TSY (Trypticase Soy Yeast); 55) Meio de Middlebrook; 56)
Caldo Casoy e 57) Leite com Azul de Bromotimol. (Apéndice 2).

Para cultivo de B. garinii foram utilizados os meios: 1) BSK padréo

+ soro de coelho + rifampicina + kanamicina; 2) BSK padréo + soro de coelho +
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Kanamicina ; 3) BSK padréo + soro de coelho + rifampicina ; 4) BSK + soro de
coelho + 5 mL de 5 fluorouracil; 5) BSK + soro de coelho + 1,5% de agar-agar;
6) BSK Sigma + soro de suino + Rifampicina + kanamicina; 7) BSK Sigma +
soro de suino + 0,3 mL de 5 fluorouracil + rifampicina + kanamicina; 8) PMR +
soro de equino + rifampicina + kanamicina; 9) PMR + soro de equino +
rifampicina; 10) PMR + soro de equino; 11) PMR + soro de suino + rifampicina
+ kanamicina; 12) PMR + soro de suino; 13) BHI + rifampicina + kanamicina +
1,0 mL de 5-fluorouracil ; 14) BHI + 0,1 % agar-agar + 1,0 mL de 5-
fluorouracil; 15) BHI ; 16) BHI + 1,0 mL de 5-fluorouracil; 17) BHI + soro de
suino + rifampicina + kanamicina + 0,3 % de agar —agar; 18) BHI + 2,5 mL de
5-fluorouracil; 19) Caldo Brucella + soro de suino ; 20) Caldo Brucella +
rifampicina + kanamicina;21) Caldo Brucella + soro de suino + rifampicina +
kanamicina + 0,3% de agar-agar; 22) Caldo Brucella; 23) CTB; 24) CTB + soro
de suino + rifampicina + kanamicina + 0,3% de agar-agar; 25) Tarozzi +
rifampicina; 26) Tarozzi. (Apéndice 3).

Todos os meios foram preparados assépticamente e mantidos em
tubos de ensaio com capacidade para 10 mL ou em placa de Petri com diametro
de 50x20 mm. Para cada meio de cultivo o inéculo foi padronizado de modo a
conter, no inicio, 10 espiroquetas para cada 0,1 mL de cultivo.

3. 3. Preparo dos Meios utilizados.
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3. 3. 1. Meio BSK (=Barbour- Stoenner- Kelly).

O Meio BSK foi adquirido no mercado ou preparado segundo
descricdo original (Apéndice 1). Autoclavou-se, por 15 minutos a 120 °C, 17g de
gelatina bovina' em 300ml de 4gua bidestilada. Uma solucéo A foi preparada
dissolvendo 5,0g de Neopeptone? 1,0g de Triptone? e 1,0g de Yestiolate’ em
300mL de agua bidestilada aquecida entre 50 e 70 °C.

A solucdo B foi preparada acrescentando-se, em 600ml de agua
bidestilada, 100ml de meio para cultura de células CMRL 1066° apos
dissolvido adicionou-se 6,09 de tampdo HEPES® sddio (N- 2 hydroxyethyl-
piperazine-N"-2 —ethane sulfonic acid buffer); 0,7g de citrato de sédio; 5,0g de
alfa D* glicose; 0,89 de piruvato de sodio; 0,4g de N-acetilglucosamina; 2,2g de
bicarbonato de sodio; 0,3g de cloreto de magnesio seis vezes hidratado; 0,19 de
glutamina; 143mL de albumina bovina, fracdo V', a 35% e, por fim, adicionou-
se a solucdo A, previamente preparada. Ajustou-se o pH para 7,55 com NaOH
10M.

Sob fluxo laminar estéril filtrou-se 100ml de soro de coelho* a 37° C

em microfiltros de 0,45um e de 0,20um.

! Sigma
2 Difco
® Connaught Medical Research Laboratories
* Sigma
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Filtrou-se a solucdo B passando por trés etapas: papel de filtro
comum, microfiltros de 0,45um e de 0,20um, consecutivamente. Misturou-se,
em um baldo volumétrico de 2,0 litros, a solucdo A, a solucdo B, o soro de
coelho e a gelatina autoclavada, numa cdmara de fluxo laminar. O volume obtido
foi transferido para dois frascos de cultura de 500ml, e o restante em aliquotas de
3,0 ml em tubos de cultura com capacidade de 10ml.

O teste de esterilidade do meio (em aliquotas) foi feito em estufa a
33 °C durante 48 horas.

A uma aliquota do meio adicionou-se uma gota de suspensdo de
espiroquetas, mantendo-as em estufa a 33 °C por uma semana, realizando-se
assim o "teste de viabilidade".

Conservou-se 0 meio BSK a 4 °C para uso em até duas semanas, ou

a 70 °C negativos, para uso por tempo indefinido.

3.3.2. Meio BSK-K5 (-Kanamicina-5-fluorouracil).

Meio de BSK-K5, segundo JOHNSON et al. (1984) é 0 meio BSK
adicionado de Kanamicina (8 pg/mL ), 5-fluorouracil (230 pg/mL), soro de
coelho ou soro de suino, ambos a 6%. O pH foi ajustado para 7,5

3. 3. 3. Meio Trypticase Soy Yeast Broth (TSY).
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O meio Trypticase Soy Yeast Broth (TSY), DODGE (1973) -
Fracdo A, foi preparado com 7,5g Trypticase Soy Broth base (BBL); 2,5g de
Extrato de Levedura (Difco); 4,3g de Gelatina; 6,2mL de uma solucdo a 0,8% de
Azul de Bromotimol; 250mL de agua destilada. Este meio foi autoclavado a
120°C durante 15 minutos. Apés o resfriamento da mistura acrescentou-se 2,3mL
de uma solucdo de 10g de albumina sérica bovina previamente diluida em
100mL de agua destilada. A Fracdo B foi feita com as seguintes substancias
dissolvidas em 25mL de agua destilada: N-acetilglucosamina 0,2g; piruvato de
sodio 0,26g; NaHCO;3; 0,54¢; essa mistura foi dividida ao meio, uma metade foi
adicionada a 11mL de soro de coelho e a outra a 11mL de soro de suino, em
tubos separados, e esterilizadas através de filtro de Seitz. O pH foi ajustado para
7.4.
3. 3. 4. Meio de CTB - Trypticase Cysteine Broth (BBL).

CTB acrescido de 1% de extrato de levedura; 1% de glicose; 20mL

de albumina e a Fragcdo B como descrita acima. Neste meio o pH foi: 7,3

3. 3. 5. Meio PMR.
CMRL, 200mL; glicose, 4g; HEPES, 12g; citrato de sodio, 1,4g;

piruvato de sodio, 0,8g; N-acetilglucosamina, 0,8g; tioglicolato, 2g; soro de
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equino, 20mL e agua destilada, 1L. Neste meio o pH variou entre 6,4; 6,5; 6,8;

70e7,5.

3. 3. 6. Meio de BHI (Difco).

“Infusion calf brains”, 200g; “beef heart infusion”, 250g; “proteose
peptone” (Difco), 10g; bacto dextrose, 2g; cloreto de sddio, 5g; fosfato
dissodico, 2,5g. O meio foi reidratado em 37g/L de agua destilada e o pH

ajustado para 6,5;7,0e 7,5.

3. 3. 7. Caldo Brucella
Tryptone, 10g; peptamin, 10g; dextrose, 1g; extrato de levedura, 2g;
NaCl, 5g. Este meio é autoclavado por 15 minutos a 121°C; em seguida, foi

adicionado 0,1g de bissulfito; o pH final do meio foi 6,5; 7,0 e 7,5a 25 °C.

3. 3. 8. Meio de Dubos (Dubos broth base).

Bacto-casitone, 0,5g; Bacto-asparagina, 2,0g; monopotassium
phosphate, 1,0g; disodium ammonium citrate, 50mg; magnesium sulfate, 10mg;
calcium sulfate, 0,5mg; zinc sulfate, 0,1mg e copper sulfate, 0,1mg. O pH deste

meio foide 6,5;7,0e7,5.
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3. 3. 9. Meio de Noguchi.
Salina a 0,9 %, 89 mL; soro de coelho, 10mL; extrato de levedura,
1g; agar-agar, 2g; hemoglobina, 1ml. Meio autoclavado a 121° C por 15 minutos.

O pH do meio :7,0.

3. 3. 10. Meio de Middlebrook 7 H 9 broth

Sulfato de améneo, 0,5¢g; acido glutamico, 0,5g; citrato de sddio,
0,1g; piridoxina, 0,001g; biotina, 0,0005g; fosfato disddico, 2,5g; fosfato
monopotassico, 0,04g; citrato de ferro e amoneo, 0,04g; sulfato de magnésio,
0,05g; cloreto de calcio, 0,0005g; sulfato de zinco, 0,01g e sulfato de cobre,

0,001g. O pH deste meio variou entre 6,5, 7,0 e 7,5.

3. 3. 11. Caldo tioglicolato (thioglycollate broth).

Bacto yeast extract, 5g; peptona de caseina , 15g; Bacto dextrose,
1g; sodium chloride, 2,5g; L-cysteine, 0,5g e tioglicolato de sodio , 0,5mL.
pH=7,1+0,1.

3. 3.12. Meio NNN (Neal, Novy e Nicolle).



48

Agua destilada, 900mL; agar-agar, 14g; cloreto de sddio, 6g e 15%
de sangue de coelho.
3.3.13. Meio de Tarozzi

Caldo glicosado 100 mL; agar 0,6% e pedacos de figado bovino.

3. 3. 14. Leite + azul e bromotimol

Leite desnatado e azul de bromotimol.

Alguns meios (Apéndice 1) foram enriquecidos com soro de equino,
bovino, suino, caprino e coelho. Para torna-los seletivo foi utilizado kanamicina
(8 ug/mL) e rifampicina (50ug/ mL). Foram adicionados, ainda, em alguns deles,
5 fluorouracil, resazurina, Tween 80 e vitamina B12, bem como pela variacdo de
pH em alguns meios. O Tween 80 (=monooleato de polioxietileno sorbitana),
além de estimular o crescimento, torna hidrofila a superficie da bactéria e, deste
modo, propicia vegetacao dispersa (BIER, 1985).

O tioglicolato de sddio € comumente utilizado como agente redutor; ele
combina quimicamente com o oxigénio dissolvido em um meio e torna-o néo
disponivel para os microrganismos. (PELCZAR et al.,1997). O tioglicolato ¢
toxico para quase todas as amostras, embora o grau de toxidez seja influenciado

por outros componentes do meio (MOSSEL & BEERENS,1967). WILLIS
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(1977) relatou que o tioglicolato € inibidor para o crescimento de alguns
clostrideos e torna-se toxico, gradualmente, durante a estocagem. A resazurina
(7 hydroxy- 3H- phenoxazin- 3- one. 10- oxide C12H7 NO4 e um corante
indicador de redox, utilizada comumente em cultivo de bactérias anaerdbias. E
uma substancia solGvel em &lcool , acido acético glacial. E insoltvel em &gua.
Em pH 3,8 é laranja e em pH 6,5 € violeta escuro. (Index Merck, 1983)

(Apéndice 1).

3. 4. COLORACOES.
3. 4. 1. Coloragéo com cristal violeta e fucsina basica.

Foi feito um esfregaco, em lamina de microscopia, com 10 uL da
cultura; este esfregaco foi seco ao ar, fixado no metanol, em partes iguais, por 3
minutos e corado com cristal violeta ou fucsina por 5 minutos; em seguida foi

lavado em agua destilada.

3. 4. 2. Coloragéo com safranina.
Uma gota da cultura foi colocada entre lamina e laminula e, em
seguida, adicionado a mesma quantidade do corante safranina e metanol (em

partes iguais) e deixado até secar.
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3. 4. 3. Coloragéo com verde brilhante.

10uL da cultura foram depositados na superficie da lamina e
fixados, durante 3 minutos, com igual quantidade de metanol; em seguida foi
corado com verde-brilhante durante 10 minutos e lavado em &gua destilada
3. 4. 4. Coloracgéo de Giemsa.

Preparo da cultura a ser corada; fixagdo em metanol por 3 minutos;
em seguida foi colorida com o corante de Giemsa a 10% (Merck) por 30 minutos

e lavada em agua destilada.

3. 4. 5. Coloracéo de May-Grinwald.

Preparo da cultura; a lamina foi corada com o corante de May-
Grunwald por 3 minutos e lavada em &gua destilada.

Todas as laminas coradas foram observadas com objetivas de 16X,

25x e 40x na microscopia de campo escuro e/ou contraste de fase.

3. 5. Contagem de células nos diferentes meios.

Os seguintes meios de cultura foram utilizados para a contagem de
das espiroquetas: BSK-coelho, BSK-suino, BSK-suino+5-fluorouracil, PMR,
CTB, Dubos, Caldo Brucella e BHI, . Os ultimos 7 meios foram adicionados

0,3% de agar-agar e 6% de soro de suino. Em cada tubo com 3mL de meio foram
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inoculados 10uL das culturas de B. burgdorferi ou B. garinii. Para o cultivo de
B. garinii adicionou-se os antibidticos kanamicina e rifampicina. Todos os tubos
foram incubados a 34 °C, e a contagem realizada diariamente.

Para contagem das espiroquetas, 10 puL da cultura homogenizada,
foram depositados sobre lamina de microscopia e coberto com laminula de
30x10 mm. A contagem das espiroquetas foi feita com aumento de 250x ou
superior, pela microscopia de campo escuro ou contraste de fase. Esta contagem
foi feita, diariamente, até o 14° dia; a partir desta data, a contagem foi realizada 2
vezes por semana, até a 14° semana. Quando o nUmero de espiroquetas
aumentou, inviabilizando a contagem, tornou-se necessario promover dilui¢des

seriadas, em salina, para as concentrac¢des 1/10; 1/100 ou 1/1000.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Meios de Cultivo de B. burgdorferi e B. garinii.

De um total de 57 meios de cultura solidos ou liquidos, testados e
comparados, para manutencdo de B. burgdorferi e 26 para B. garinii (Apéndices
2 e 3), 8 diferentes meios foram eficientes como substratos para crescimento das
duas amostras (Figuras 5 a 12; Apéndice 4 e 5).

Poucas espécies de Borrelia, tem sido cultivadas in vitro e, nestes casos, 0s
meios de cultura incluem ingredientes como soro de coelho, albumina sérica
bovina, peptonas, piruvato, citrato de sddio e N — acetilglucosamina.

O meio de BSK foi modificado no presente trabalho pela substituicdo do
soro de coelho por diferentes substratos, incluindo soro de outros animais. Assim
como também nos meios PMR, Tioglicolato, Caldo Brucella, Dubos, nos quais
adicionou-se soro de suino e/ou antibidticos.

No presente trabalho, foi observado crescimento exuberante de B.
burgdorferi, no meio BSK adicionado de soro de coelho, entre a 42 semanae o
3° meses pds inoculacdo. Apds 100 dias, as espiroquetas apresentavam-se finas,

sem espiral e em nimero reduzido. Nos meio BSK adicionado de soro de suino,
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BSK adicionado de soro de suino + 5 fluorouracil, PMR, CTB, BHI, Caldo
Brucella, Dubos, Agar Columbia, Tioglicolato. (Apéndice 2) foi observado
crescimento compativel com o observado no meio BSK, adicionado de soro de
coelho. Nos demais meios testados (Apendice 2) foi observado pouco ou
nenhum crescimento.

O crescimento de B. garinii nos diferentes meios de cultivo, foi exuberante
nos meios de BSK, PMR, BHI, Caldo Brucella, CTB. Ndo havendo nenhum
crescimento no meio de Tarozzi ( Apéndice 3 ). No presente trabalho, o
crescimento de B garinii foi exuberante no meio de BSK adicionado de soro de
coelho, kanamicina e rifampicina a partir da 62 semana.

N&do tem sido relatada a atividade hemolitica de B. burgdorferi, mas
segundo WILLIAMS & AUSTIN (1992), zonas de B hemdlise foram
observadas ao redor das colbnias que cresciam em meio de BSK sendo mais
acentuada com sangue de equino. Na presente pesquisa, ndo foi observado a
presenca de hemodlise.

DODGE, (1973), isolou B. recurrentis utilizando varios meios
enriguecidos e referiu-se ao grau elevado de exigéncia da espécie, quanto ao
conteudo dos meios. Na avaliacdo dos meios utilizados a autora concluiu que: 1)
O méaximo de crescimento ocorreu no meio de TSY-S; 2)- Todos 0s meios

foram capazes de suportar o crescimento ativo do microrganismo testado; 3)
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Nenhum crescimento ocorreu quando a albumina era retirada do meio. No
presente trabalho foi observado crescimento de B. burgdorferi nos mesmos
meios relacionados por DODGE (1973), e até mesmo nos meios com auséncia da
albumina.

POLLACK et al. (1993), comentaram sobre 0s componentes proteinaceos,
tais como a albumina sérica bovina, a origem e qualidade do soro como fatores
criticos que afetam a dindmica do crescimento das espiroquetas. Na
estandardizacdo do meio de cultura, POLLACK et al. (1993), retiraram a
gelatina, a agarose e alguns outros ingredientes do BKS II, alterados em sua
concentracdo, mantendo porém, o soro de coelho a 6%. Este produto foi
designado BSK H.

Segundo BARBOUR (1986) e WITTENBRINK et al., (1996), a albumina
sozinha ou em combingéo com soro de coelho fornece os acidos graxos de cadeia
longa que sdo incorporados dentro dos lipideos da célula. O efeito do piruvato de
sodio sobre o crescimento da Borrelia in vitro, estimula a glicolise quando
presente em concentragdes baixas. CALLISTER et al., (1990), demonstraram
que a fracdo V da albumina sérica bovina, usada no meio de BSK pode afetar a
recuperacao de borrelias.

WITTENBRINK et al., (1996), indicaram que em mais de 50 amostras de

B. burgdorferi o crescimento foi bastante rapido com a adicéo de até 2,5 % de
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albumina sérica bovina. Em todas as amostras testadas, segundo os autores, a
morfologia celular e a motilidade foram preservadas. Segundo BARBOUR,
(1986), a B. burgdorferi, € movel em suspensdes, a qual € acentuada quando se
adiciona glicose ao meio de cultura.

JOHNSON & ROGERS (1964), mencionam que o 5 Fluorouracil, um
analogo de uracil, € ativo para a inibicdo do crescimento de muitas bactérias e

seu uso tem a vantagem de eliminar ou restringir contaminantes.

4.2. Conservacao de B. burgdorferi em Geladeira

Meio de cultura BSK, contendo B. burgdorferi em tubo “nunc”
adicionado de glicerol a 80%, foi conservado no congelador de geladeira durante
um ano e 6 meses. ApOs este periodo procedeu-se o repique em meio de BSK
com soro de coelho produzindo um bom crescimento , com as células bastante

moveis e espiraladas e em grande namero.

4.3. Cultivo de B. burgdorferi e B. garinii com variacdo de pH

No meio BSK pH 7,5 com soro de coelho; BSK pH 7,5 com soro de suino e
BSK pH 7,5 com soro de suino adicionado de 5-fluorouracil, observou-se
presenca de exuberante crescimento de borrelias entre 4 semanas e 4 meses apos

o cultivo (Apéndice 2).
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No meio de cultivo PMR pH 7,0 observou-se crescimento exuberante no
periodo entre 3 semanas e 5 meses, sendo que no final, as espiroquetas moviam-
se lentamente, porém, conservavam a forma espiralada. No meio PMR pH 6,5
observou-se crescimento semelhante por até 6 meses, fato ndo observado no
mesmo meio com pH ajustado para 7,5.

No meio de BHI pH = 7,0 observou-se espiroquetas espiraladas e com
movimento por mais de 5 meses. Neste meio em pH 6,5 e 7,5, ndo houve
crescimento.

A utilizacdo de diferentes variagdes de pH dos meios Caldo tioglicolato
adicionado de soro de suino, Caldo Brucella, Meio de Dubos, produziram
resultados variaveis (Apendice 2). Segundo BRUCK et al. (1995), 0 sucesso na
conversdao da fase de espiroquetas em esferoplastos foi influenciada pela
variacdo do pH. N&o foi encontrado na literatura, referéncia bibliografica

relacionada com variagdo de pH.

4.4 Cultivo de B. burgdorferi em meio solido.

4.4.1.Agar em placa.

Em placas de agar Columbia com sangue de coelho; agar Columbia com
sangue de suino; BSK com sangue de bovino; BSK com sangue de suino e BSK

com sangue de coelho, apos incubacdo em jarra em ambiente de microaerofilia
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(Apéndice 2) observou-se que houve crescimento de B. burgdorferi sem no
entanto, ter sido observado colonia a olho nd. Nestes meios, 0 crescimento do
microrganismo foi observado através da microscopia de campo escuro, formas
espiraladas e com pouca motilidade.

No presente trabalho, foi possivel o cultivo de B. burgdorferi em meios
solidos, o que foi confirmado pela presenca da espiroqueta, visualizada atraves
da microscopia de campo escuro; entretanto, ndo foi possivel determinar a sua
morfologia colonial. O trabalho de BARBOUR (1984) sobre B. burgdorferi cita
que o crescimento foi exuberante, mas o autor ndo relatou a formacéao colonial.
Entretanto, nos trabalhos de PREAC-MURSIC et al., (1991), ao utilizarem 6
diferentes meios, para o cultivo de B. burgdorferi, apenas no meio PMR houve
um melhor crescimento da espiroqueta. Neste trabalho, as col6nias de borrelias
foram examinadas com lente de aumento e, sua morfologia caracterizadas quanto
a sua superficie e tamanho. Nestes dois trabalhos houve uma semelhanca de
dados com a presente pesquisa, no que se refere a visualizacdo das coldnias de
B. burgdorferi.

Segundo BAHRMAND et al., (1996) B. microti e B. persica tiveram
Otimo crescimento no meio SCM, tornando possivel a obtencdo de coldnias
isoladas em apenas 72 horas, com um didmetro entre 0,2 e 0,8 mm. Estes autores

utilizaram o meio TC 199, de cultura de tecido. Este meio contém, ndo sbmente
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aminoacidos do tipo D, mas também do tipo I, que sdo importantes para a
sintese de glicopeptideos necessarios a formacdo da parede celular da bactéria e
consequentemente promovendo um répido crescimento bacteriano. Com relagéo
ao tempo de geracgéo , verificaram que era de 6:25 e 9:55 horas, respectivamente.

BARBOUR (1984) cultivou a amostra B 31 sobre o meio BSK solidificado
com uma concentracao de 0,8% de agarose. KURTTI et al., (1987), utilizaram
uma concentracdo mais alta de agar igual a 1,3 % em meio BSK e também
adicionado de 2 vezes a quantidade de gelatina, e apos incubacdo em ambiente
de microaerofilia, observou o desenvolvimento de discretas col6nias de borrelia.
KELLY (1971); testando outras concentracdes de agar, verificou que 0,8% de
agar ndo foi satisfatério e que também havia uma migracdo extensiva das
espiroquetas através o meio. Embora 1,5 % de agarose tenha produzido
crescimento satisfatorio, houve dificuldade para dissolver a agarose no meio
BSK . Este fato foi observado no presente trabalho.

BARBOUR, (1984), observou a tendéncia da B. burgdorferi de ficarem
isoladas; porém formando grandes agregados com o0 crescimento obtido em
subpassagens. Segundo o autor, estes agregados foram visualizados ndo somente

atraves da microscopia, como também macroscopicamente.
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Muitos estudos sobre o crescimento de B. burgdorferi em meios sélidos
foram falhos porque a espécie produz discretas colbnias, as quais sdo observadas

com auxilio de lupa .

4.4.2. Cultivo em agar inclinado

Nos meios BHIA inclinado adicionado de soro de suino e BSK agar
inclinado, adicionado de soro de coelho, repicados com B. burgdoferi incubados
por 2 meses, foi possivel visualizar exuberante crescimento, as quais
encontravam-se espiraladas e com pouca motilidade. No meio de BHIA

inclinado adicionado com soro de coelho, ndo houve crescimento.

4. 5. Coloracédo de Borrelia burgdorferi e B. garinii
Na coloragdo com cristal violeta e na com fucsina, as células de Borrelia
sp apresentaram-se bem coradas, de cor roxa ou vermelha, respectivamente, e a
sua forma espiralada sendo preservada, com um nimero incontavel de células.
Na coloracdo com safranina, o corante ficou ao redor da laminula e
difundiu-se pouco para o centro da lamina. Com isso as células apresentavam-se

descoradas, em fundo pouco corado, em grande nimero mostrando nitidamente a
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sua forma espiralada. Nesta coloragéo, passados 6 meses, observou-se que as
células permaneciam sem alteracdo, mantendo a forma espiralada.

Na coloragdo com verde brilhante as células de Borrelia apresentavam -se
coradas em verde, em um numero incontavel e também mantida a sua forma
espiralada.

Na coloracdo de May-Griinwald as células de Borrelia ficaram coradas
em azul escuro, o que facilitou a contagem das células na dindmica do
crescimento, porém a lamina preparada so durava dois dias.

A membrana externa das espiroquetas, quando comparada com a membrana
externa de bactérias Gram negativas, € substancialmente mais suscetivel a
ruptura pela manipulacdo fisica e/ou por agentes quimicos (RADOLF et al.,
1994). Este fendmeno pode explicar o insucesso de algumas coloragcbes
realizadas, em decorréncia da ruptura produzida pelos componentes do corante

na espiroqueta. Este fato foi constatado no presente trabalho.

4. 6 . Formas cisticas de B. burgdorferi

A presenca de formas cisticas de B. burgdorferi e B. garinii observadas no
presente trabalho, apresentou maior freqiiéncia nos meios de cultivo

desfavoraveis, porém ocorrendo também em meios favoraveis como no BSK.
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Estas formas cisticas foram observadas principalmente durante a contagem de
celulas.

Segundo BRORSON & BRORSON (1997), condicdes desfavoraveis,
representada pela presenca de antibidticos, estimulam a criacdo dessas formas,
este estado de baixa atividade é importante para sua sobrevivéncia em ambiente
desfavoravel. A eficécia do antibidtico requer um metabolismo ativo da bactéria;
portanto, é provavel que a forma cistica de B. burgdorferi constituia uma forma
resistente ao tratamento com antibidtico. Este fendmeno, segundo BRORSON &
BRORSON (1997) pode explicar as razdes da borreliose de Lyme ser de dificil
tratamento em alguns pacientes e que as membranas que circundam as formas
encistadas as protejam contra stress externo.

No presente experimento as formas encistadas de B. burgdorferi
apareceram quando se utilizou meios desfavoraveis ao seu crescimento, mas no
entanto, ocorreu também no meio de BSK, com e sem antibiotico, ap6s 1 a 2
semanas.

Formas cisticas intra e extracelulares tem sido observadas, a partir de
biopsia de pacientes , com borreliose de Lyme. BRORSON & BRORSON
(1997), verificaram que a ocorréncia de formas cisticas de B. burgdorferi in
vitro quando cultivada em meio de cultura comercial sem soro, ocorrendo uma

reversdo para forma espiralada quando estes cistos foram colocados no mesmo
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meio de cultura adicionado de soro. No qual elas apresentavam-se moveis e
espiraladas apds 6 semanas. Estes cistos foram observados através microscopia
eletrbnica, revelando a presenca de uma fissdo transversa no interior dos
mesmos. E provavel que fendmeno semelhante ocorra in vivo, sob condicdes
desfavoraveis para estes microrganismos. Tais observacdes podem auxiliar o

diagnostico e tratamento de infec¢bes causadas em seres humanos.

4.7 Dinamica de crescimento em meios liquidos

Para estudo da dinamica de crescimento, 0 namero inicial de espiroquetas
foi ajustado para 10 2 células por 0,1mL de meio. Nos meios BSK adicionado de
soro de coelho, BSK adicionado de soro de suino, BSK adicionado de soro de
suino + 5 fluorouracil, PMR, CTB, BHI, Caldo Brucella e meio de Dubos
(Figura 5 a 8 e Apéndice 2), foram observadas pequenas oscila¢cbes nos numeros
de células nos primeiros 14 dias, cuja contagem permaneceu entre 20 e 140
unidades para B. burgdorferi e 05 a 120 para B. garinii por 0,1 mL de meio
(Figuras de 5a 8 e 9 a 12). A partir da segunda semana observou-se discreto
crescimento em todos 0os meios, com o platd de crescimento da B. burgdorferi
entre a 8 e 132 semana, a partir de quando houve significativo decréscimo na

contagem (Figuras de 7 a 8) e para B. garinii, observou-se crescimento a partir do
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6% semana atingindo o platd de crescimento entre a 92 e 12% semanas,
exaurindo o meio de cultivo (Figuras 11 a 12).

Os meios a base de BSK, propiciaram melhores condi¢bes para
crescimento, tendo atingido o nimero de 1,2 x 10° células na 122 semana.

BAHRMAND et al. (1996), descreveram um meio solido para o
crescimento de B. microti e B. persica. Normalmente o cultivo e isolamento de
Borrelia demora ao redor de 21 dias. Contudo, no meio proposto por
BAHRMAND et al, (1996), houve reducéo do tempo de cultivo para 72 horas, 0
que permitiu um diagnostico mais rapido. HEROLDOVA et al.(1998),
estudaram o tempo de geracdo de B. burgdorferi sensu stricto em diversas
temperaturas e observaram que na variacdo de temperatura entre 25 °C a 27 °C o
tempo de geracéo foi de 8:26 e 12:36 horas.

Segundo DODGE (1973), o tempo de geracdo de B. recurrentis, em meio
de cultura ocorreu num periodo de 11:03 horas. Esta autora observou que as
culturas cresciam melhor em aerobiose do que em anaerobiose. A incorporacao
de 1,1 % de gelatina auxiliou a diminuir o nimero de formas degeneradas e a
quantidade de gelatina abaixava a velocidade de reproducdo destes
microrganismos. Todos os meios utilizados pela autora, foram capazes de
suportar o crescimento da Borrelia. As amostras de B. recurrentis tendem a

serem finas e extremamente mdveis quando sdo cultivadas em meios liquidos. A
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adicdo de gelatina e sucrose, tornaram 0S microrganiSmos espessos com

motilidade ligeiramente reduzida. Este fato foi constatado no presente trabalho.
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Figura 1 — A. Erlenmeyer contendo meios de cultivo, B — Estufa bacteriolégica com diferentes meios para
cultivo de Borrelia spp, C e D — Diferentes meios de cultivo em tubos de ensaio.
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Figura 2 — Enovelado de Borrelia burgdorferi Cepa G 39/40 Coloracéo pelo método de
Giemsa e microscopia 6tica, A) 400X e B) 1000X.
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Figura 3 Diferentes coloracdes das células de Borrelia burgdorferi G39/40, cultivadas em meio BSK
com soro de Coelho. A - Microscopia de contraste de fase, coloragcdo de Giemsa 250X; B- Campo
escuro, 400 X; C e D, Giemsa e 400X; E e F. Coloracdo com Fucsina 1000X e 400X.
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Figura 4 Borrelia burgdorferi cepa G39/40, cultivada em meio BSK com soro de coelho.
A. Coloracdo com Fucsina 1000 X. B. Sem corante.
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CONCLUSOES

Considerando o0s resultados obtidos, as seguintes conclusbes foram
relacionadas:

As amostras de B. burgdorferi e B. garinii estudadas, tiveram crescimento
exuberante em meio BSK, mesmo com a substituicdo do soro de coelho, pelo
soro de suino, equino, bovino ou caprino,

Outros meios de cultivo menos complexos, foram utilizados com sucesso
no estudo da dindmica de crescimento,

A partir de um inéculo contendo 10 células de B. burgdorferi em 0,1 mL
de cultura, observou-se crescimento a partir do 42 semana atingindo o platd de
crescimento entre a 8% e 122 semanas, exaurindo o meio de cultivo a partir desta

data,
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A partir de um indculo contendo 10° células de B. garinii em 0,1 mL de
cultura, observou-se crescimento a partir do 62 semana atingindo o platdé de
crescimento entre a 9% e 122 semanas, exaurindo o meio de cultivo a partir desta
data,

B. burgdorferi foi mantida pelo periodo de 12 meses em tubos nunc com
glicerol a 30% em temperatura variando de -4 a 0 °C,

B. burgdorferi foi mantida pelo periodo de até 6 meses em meio de cultura
menos enriquecidos PMR e BHI

A variacdo de pH nos gradientes entre 6,4. 6,5, 6,8, 7,0, 7,3 e 7,5, ndo
interferiu no crescimento das duas espécies estudadas.

Safranina, cristal violeta, verde brilhante e fucsina, mostraram-se adequadas

para coloracdo de B. burgdorferi e B. garinii.
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Apéndice 1. Composic¢do dos meios CMRL e BSK para cultivo de Borrelia spp.

CMRL - 1066 BSK BSK 11 BSKH
L- Alanina 0,025 0,025 0,025 0,025
L- Arginina 0,05787 0,05787 0,05787 0,05787
L-Acido Aspartico 0,03 0,03 0,03 0,03
L-Cisteina. HCI.H,O 0,26 0,26 0,26 0,26
L-Cistina 0,02 0,02 0,02 0,02
L-Acido Glutamico 0,075 0,075 0,075 0,075
L-Glutamina 0,1 0,1 0,1 0,1
Glicina 0,05 0,05 0,05 0,05
L-Histidina HCI.H,O 0,02 0,02 0,02 0,02
Trans-4-Hidroxi-L-Prolina 0,01 0,01 0,01 0,01
L-Isoleucina 0,02 0,02 0,02 0,02
L-Leucina 0,06 0,06 0,06 0,06
L-Lysina. HCI 0,07 0,07 0,07 0,07
L-Metionina 0,015 0,015 0,015 0,015
L-Fenilalanina 0,025 0,025 0,025 0,025
L-Prolina 0,04 0,04 0,04 0,04
L-Serina 0,025 0,025 0,025 0,025
L-Treonina 0,03 0,03 0,03 0,03
L-Triptofano 0,01 0,01 0,01 0,01
L-Tirosina 0,04 0,04 0,04 0,04
L-Valina 0,025 0,025 0,025 0,025
L-Acido Ascorbico 0,025 0,025 0,025 0,025
PABA 0,00005 0,00005 0,00005 0,00005
D-Biotina 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001
Choline Chloride 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005
Coenzima A.Na 0,0025 0,0025 0,0025 0,0025
Cocarboxilase 0,001 0,001 0,001 0,001
2 -Deoxiadenosina 0,01 0,01 0,01 0,01
2 -Deoxiguanosina 0,01 0,01 0,01 0,01
2 -Deoxicitidina. HCI 0,0116 0,0116 0,0116 0,0116
Flavina Adenina Dinucleotideo. 2Na 0,000106 0,000106 0,000106 0,000106
Acido Foélico 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001
Mio-Inositol 0,00005 0,00005 0,00005 0,00005
5-Metildeoxicitidina 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
B-NAD 0,007 0,007 0,007 0,007
B-NADP.Na 0,001 0,001 0,001 0,001
Niacinamida 0,000025 0,000025 0,000025 0,000025
Acido Nicotinico 0,000025 0,000025 0,000025 0,000025
D-Acido Pantotenico (hemicalcio) 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001
Pirodoxal . HCI 0,000025 0,000025 0,000025 0,000025
Piridoxina. HCI 0,000025 0,000025 0,000025 0,000025
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Riboflavina 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001
Tiamina.HCI 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001
Timidina 0,01 0,01 0,01 0,01
Uridina-5-Trifosfato.Na 0,001 0,001 0,001 0,001
Cloreto de Calcio Anidro 0,2 0,2 0,2 0,2
Sulfato de Magnésio Anidro 0,09769 0,09769 0,09769 0,09769
Cloreto de Potassio 0,4 0,4 0,4 0,4
Acetado de Sodio Anidro 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloreto de Sdédio 6,8 6,8 6,8 6,8
Fosfato de S6dio Monobasico Anidro 0,122 0,122 0,122 0,122
D-Glicose 1 1 1 1
Vermelho de Fenol.Na 0,02124 0,02124 0,02124 0,02124
Glutationa 0,01 0,01 0,01 0,01
D-Acido Glucurdnico. Na 0,00388 0,00388 0,00388 0,00388
Colesterol 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002
Tween 80 0,005 0,005 0,005 0,005
Neopeptona 5 5
Soroalbumina Bovina Fragdo 5 50 50
Extrato de Levedura 2 2
HEPES 6 6
Glicose 5

Citrato de Sédio 0,7

Piruvato de Sodio 0,8

N-Acetil Glicosamina 0,4

Bicarbonato de Sédio 2,2

Gelatina 7% 200 ml

Soro de Coelho 6 %

Concentragdo expressa em g/L.



Apéndice 2. Diferentes meios de cultura, datas do preparo dos meios, repique e leitura final, relacionados ao

Crescimento de B. burgdorferi amostra G39/40

Nome do Meio Datas % de Antibidti 5 Sorode | Albumina | pH | Crescimen Observagoes
Preparo do meio repique leitura Agar co Fluorouracil to
Agar Columbia 12/05/98 04/05/98 | 27/05/98 2,5 - - Suino -- 7,3 ++++
Agar Columbia 12/05/98 04/05/98 | 27/05/98 2,5 - - Coelho - 7.3 ++++
Agar Columbia 12/05/98 17/06/98 | 29/06/98 2,5 - - Coelho - 7,3 Neg
Agar Columbia 12/05/98 17/05/98 | 29/06/98 2,5 - - Suino - 7,3 ++++
Agar Columbia 12/05/98 28/06/98 | 11/08/98 2,5 - - Bovino - 7,3 Neg
Agar Columbia 12/05/98 13/05/98 | 21/05/98 2,5 - - Suino - 7,3 Neg
Agar Columbia 12/05/98 13/05/98 | 21/05/98 2,5 - - Coelho - 7.3 Neg
Azul de bromotimol 17/06/98 25/06/98 | 29/06/98 - - - - - 7,5 Neg
Azul de bromotimol 28/05/98 17/06/98 | 29/09/98 - - - Coelho - 7,5 Neg
Azul de bromotimol 28/05/98 17/06/98 | 29/09/98 - - - Suino - 75 Neg
Azul de bromotimol 28/05/98 20/06/98 | 29/09/98 - - - Coelho - “ Neg
Azul de bromotimol 28/05/98 20/06/99 | 29/09/98 - - - Suino - “ Neg
BHI 16/07/98 29/07/98 | 13/08/98 0,1 - - - - 7,4 +++
BHI 16/07/98 29/07/98 | 01/09/98 0,1 - - - - “ ++++ Moével




Apéndice 2. Cont. 105
BHI 16/07/98 29/07/98 | 22/09/98 0,1 - - - 74 ++++
BHI 16/07/98 03/09/98 | 13/09/98 - - - Suino 74 ++++
BHI 27/08/98 03/09/98 | 11/05/99 - - - Coelho 74 +++
BHI + NAG 17/09/98 24/09/98 | 11/05/99 0,1 - 0,5mL - 7,4 +++ 0,089
BHI 17/09/98 24/09/98 | 20/10/98 “ - “ - 74 ++
BHI 17/09/98 24/09/98 | 01/10/98 0,1 - 2,0 - 7,4 +
BHI 20/10/98 26/10/98 | 11/11/98 0,1 - - Bovino 7,4 Neg
BHI 16/07/98 10/09/98 | 12/11/98 15 - - Coelho 75 ++++ inclinado
BHI 28/08/98 09/09/98 | 12/11/98 15 - - Coelho 75 ++++ inclinado
BHI 20/04/99 20/05/99 | 06/10/99 - - - - 6,5 Neg
BHI 20/04/99 20/05/99 | 06/10/99 - - - - 7,0 ++++
BHI 20/04/99 20/05/99 | 06/10/99 - - - 7,5 Neg
BHI 03/03/99 04/04/99 | 08/06/99 - - - - 7,4 ++++
BHI 01/07/99 06/07/99 | 02/09/99 0,1 Rif+ Kan - Coelho 6,5 ++
BHI 03/09/99 04/04/99 | 08/06/99 - - 5mL - 7,4 ++++
BHI + NAG 17/09/98 24/09/98 | 01/10/98 “ - 1,0mL - 7,4 + 0,08
BHI + NAG 17/09/98 24/09/98 | 01/10/98 0,1 - - - 7,4 + 0,089
BSK padréo 21/02/00 04/04/00 | 09/06/00 - - - Coelho 7,5 ++++
BSK padréo 27/07/99 10/09/99 | 17/09/99 - - - Coelho 75 ++++
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BSK padréo 21/02/00 17/03/00 | 10/04/00 - - - Coelho + 75 ++++ jarra com vela
BSK padréo 21/02/00 04/04/00 | 09/06/00 - - - Coelho + 7,5 ++++ Jarra com envelope de CO,
BSK padrédo 28/08/98 09/09/98 | 11/11/98 1,5 - - Coelho + 75 ++++ agar inclinado
BSK Sigma 02/09/97 09/09/98 | 29/09/98 0,1 - - Coelho 75 +++

BSK Sigma 02/09/97 09/09/98 | 29/09/98 0,1 - - Suino 75 +++

BSK Sigma 12/05/98 13/05/98 | 29/06/98 - Kan + Coelho + 7,5 ++++

BSK Sigma 12/05/98 13/05/98 | 29/06/98 - Kan + Suino + 7,5 ++++

BSK Sigma 02/09/97 09/09/97 | 24/09/97 15 - - Coelho + 75 Neg Mini Placa + sangue
BSK Sigma 02/09/97 09/09/97 | 24/09/97 15 - - Suino + 75 ++++ Mini placa + sangue
BSK Sigma 14/07/98 29/07/98 | 06/08/98 0,1 - - Coelho + 75 +++

BSK Sigma 14/07/98 29/07/98 | 06/08/98 - - -- Coelho - 7,5 Neg

BSK Sigma 14/07/98 29/07/98 | 06/07/98 - - - Coelho + 75 Neg

BSK Sigma 15/10/98 04/05/99 | 27/05/99 50 - - Coelho + 7,5 ++ mini placa + sangue
BSK Sigma 15/10/98 04/05/99 | 27/05/99 5,0 - - Suino + 75 ++++ mini placa + sangue
BSK Sigma 15/10/98 04/05/99 | 27/05/99 50 - - bovino + 75 ++++ mini placa + sangue
BSK Sigma 22/07/98 23/07/98 | 13/08/98 - - - Suino - 75 Neg Sem gelatina
BSK Sigma 22/07/98 23/07/98 | 13/08/98 - - - Suino - 7,0 Neg Sem gelatina
BSK Sigma 22/07/98 23/07/98 | 13/08/98 - - - Suino - 6,5 ++++

BSK Sigma 22/07/98 23/07/98 | 13/08/98 - - - “ - 59 Neg




Apéndice 2. Cont.

107

BSK Sigma 26/05/98 24/06/98 | 12/08/98 0.1 - - Coelho 7,5 ++++
BSK Sigma 26/05/98 24/06/98 | 12/08/98 0,1 - - Suino 7,5 ++++
BSK Sigma 26/05/98 02/07/98 | 12/08/98 0,1 Kan - Coelho 75 ++++
BSK Sigma 26/05/98 30/06/98 | 12/08/98 0,1 Kan - Coelho 75 ++++
BSK Sigma 22/10/98 26/10/98 | 03/02/99 15 - - Coelho 75 ++++ mini placa + sangue
BSK Sigma 15/10/98 26/10/98 | 03/02/99 - - - Suino 75 ++++ Méveis
BSK Sigma 23/09/99 03/02/99 | 18/03/99 - Kan + Suino 7,5 ++++
BSK Sigma 24/09/98 04/05/99 | 27/05/99 50 - - Coelho 7,5 +++
BSK Sigma 24/09/98 23//06/99 | 16/09/99 - Kan e Rif - Coelho 75 ++ Vit.B 12
BSK Sigma 27/07/99 20/08/99 | 30/08/99 - - - Coelho 75 ++++
BSK Sigma 27/07/99 17/08/99 | 14/12/99 - - - Coelho 75 ++ Imdvies e finas
BSK Sigma 01/07/99 8/12/99 28/12/99 - - - - 7,5 ++ Moével
BSK Sigma 27/07/99 16/09/99 | 17/09/99 - - - Coelho 75 ++++
BSK Sigma 25/05/99 16/09/99 | 17/09/99 - - 0,3mL Suino 7,5 ++++
BSK Sigma 25/05/99 16/09/99 | 17/09/99 - - - Suino 7,5 +4+++
BSK Sigma 04/09/99 02/05/99 | 12/05/99 - - - Caprino 7,5 +++
BSK Sigma 04/09/99 02/05/99 | 30/05/99 - - - “ 7,5 ++++
Caldo Brucela 20/10/98 26/10/98 | 20/12/98 - - - Coelho 7,2 Neg
Caldo Brucela 20/10/98 26/10/98 | 18/03/99 - - - Suino 7,2 ++++
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Caldo Brucela 20/10/98 26/10/98 | 18/03/99 - - Bovino 7,2 ++++
Caldo Brucela 20/10/98 03/02/99 | 18/03/99 - - - “ ++++
Caldo Brucela 20/04/99 04/05/99 | 18/05/99 - - - 6,5 Neg
Caldo Brucela 20/04/99 04/05/99 | 18/05/99 - - - 7,0 +++ Finas e Mdveis
Caldo Brucela 20/04/99 04/05/99 | 18/05/99 - - - 75 ++++
Caldo Brucela 19/10/98 20/04/99 | 11/05/99 - - - 72 Neg
Caldo Brucela 19/10/98 04/04/99 | 08/06/99 - - - 72 ++++
Caldo Casoy 03/08/98 03/09/98 | 14/10/98 - - - 7,3 Neg
Caldo Casoy + NAG 31/08/98 03/09/98 | 14/10/98 - - - 7,3 Neg 0,1g
Caldo Casoy 31/08/98 03/09/98 | 03/02/99 - - - 7,3 +++
CTB 14/05/98 17/06/98 | 12/08/98 - - - 7,3 +H++
CTB 14/05/98 17/06/98 | 22/09/98 - - - 7,3 ++++
CTB 14/05/98 30/06/98 | 12/08/98 - - - 7,3 +4++
B 14/05/98 04/05/99 | 22/06/99 - Kan - 7,3 ++++
CTB 01/07/98 02/07/98 | 16/09/98 0,1 - Suino 73 Neg.
CTB 01/07/98 15/07/98 | 25/08/98 - - Suino 7,3 +++
CTB 01/07/98 15/07/98 | 25/08/98 - - Equino 73 Neg.
CTB 14/05/98 14/05/98 | 08/06/98 - Kan - 7,3 ++++
CTB 14/05/98 04/05/99 | 20/06/99 - Kan - 7,3 ++++
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CTB 14/05/98 04/05/99 | 28/06/99 - Kan - 7,3 ++++

CTB 14/05/98 16/09/99 | 17/09/99 0,3 - Suino 7,3 ++
CTB 14/05/98 16/09/99 | 26/10/99 0,3 - Suino 7,3 ++++
Dubos 27/04/99 04/05/99 | 20/05/99 - - - 6,5 +++
Dubos 27/04/99 04/05/99 | 20/05/99 - - - 7,0 ++++
Dubos 27/04/99 04/05/99 | 08/06/99 - - - 75 Neg
Dubos 27/04/99 04/05/99 | 28/07/99 - - - 75 +++
Dubos 27/04/99 04/05/99 | 27/07/99 - - - 6,5 ++++
Dubos 27/04/99 16/09/99 | 17/09/99 - - - 7,0 +++
Dubos 27/04/99 16/10/99 | 26/10/99 - - - 7,0 ++++
Meio de Noguchi 20/10/98 26/10/98 | 10/11/98 - - - 7,0 Neg
Meio de Noguchi 20/10/98 30/10/98 | 10/11/98 - - - * Neg
Middlebrook 27/04/99 04/05/99 | 20/05/99 - - - 6,5 ++++
Middlebrook 27/04/99 04/05/99 | 20/05/99 - - - 7,0 Neg
Middlebrook 27/04/99 04/05/99 | 20/05/99 - - - 7,5 ++++
Middlebrook 27/04/99 04/05/99 | 08/06/99 - - - 75 ++
Middlebrook 27/04/99 04/05/99 | 27/07/99 - - - 7,0 Neg
NNN 06/05/99 | 18/05/99 - - Coelho +++
NNN - 06/05/99 | 16/06/99 - - “ - Neg
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PMR 17/06/98 15/07/98 | 28/07/98 - Equino 6,8 Neg. piruvato
PMR 17/06/98 15/07/98 | 09/07/98 - Suino 6,8 ++++

PMR “ “ 28/07/98 - “ 6,8 Neg.

PMR 17/06/98 29/07/98 | 11/08/98 - “ 6,8 +++ Resazurina
PMR 17/06/98 17/06/98 | 11/08/98 - “ 6,8 Neg

PMR 20/04/99 20/04/99 | 18/05/99 - Coelho 6,5 ++++

PMR 20/04/99 20/04/99 | 18/05/99 - “ 7,0 ++++

PMR 20/04/99 20/04/99 | 18/05/99 - “ 7,5 ++++

PMR 27/07/98 29/07/98 | 23/09/98 - Suino 6,4 ++++

PMR 27/07/98 29/07/98 | 11/08/98 - Suino 6,4 Neg Tween 80
PMR 01/07/98 15/07/98 | 25/08/98 - Eqino 6,8 Neg

PMR 01/07/98 02/07/98 | 16/09/98 - Suino 6,8 ++++

PMR 26/08/98 03/09/98 | 08/12/98 - “ 6,8 ++++

PMR 17/07/98 23/07/98 | 08/12/98 - Coelho 6,8 ++++

PMR 20/04/99 20/04/99 | 16/09/99 - Coelho 6,5 ++++

PMR 20/04/99 20/04/99 | 08/06/99 - Coelho 7,0 ++++

PMR 20/04/99 20/04/99 | 18/05/99 - Coelho 7,5 ++++

PMR 25/05/99 01/06/99 | 08/06/99 Rif Eqino 6,8 ++++

PMR 25/05/99 01/06/99 | 08/06/99 Kan Eqino 6,8 Neg
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PMR 25/05/99 01/06/99 | 22/06/99 - Kan Equino + 6,8 ++++
PMR 25/05/99 01/06/99 | 22/06/99 - - Equino + 6,8 +++
PMR 01/07/99 16/09/99 | 17/09/99 - - Suino + 7,0 ++
PMR 01/07/99 16/09/99 | 19/10/99 - - “ + “ ++++
PMR 20/04/99 02/05/00 | 12/05/99 - - Coelho - 7,0 Neg
PMR 20/04/99 02/05/00 | 30/05/99 - - “ -- “ ++++
Stuart 09/07/98 09/07/98 | 14/07/98 - - Coelho - 7,6 Neg
Stuart 09/07/98 09/07/98 | 14/07/98 - - Equino - “ Neg
Stuart 08/07/98 11/08/98 | 13/09/98 - - Coelho - “ +
Tarozzi 23//07/98 29/07/ 98 | 11/ 04/98 0,3 - - - 6,0 Neg
Tarozzi 23/07/ 98 29/07/98 | 11/04/ 98 0,3 - - - 7,0 Neg
Tarozzi 23/07/ 98 29/07/ 98 | 11/04/ 98 0,3 - - - 7,6 Neg
Tarozzi 23/07/98 10/09/98 | 22/09/98 0,3 - - - 6,0 +
Tarozzi 23/07/98 10/09/98 | 22/09/98 0,3 - - - 5,0 +
Tarozzi 23/07/98 26/10/98 | 31/11/98 0,3 - - - 7,0 ++
Tarozzi 23/07/98 26/10/98 | 10/11/98 0,3 - - - 7,0 ++
Tioglicolato 12/06/98 13/06/98 | 09/07/98 - - Suino - 7,1 ++++
Tioglicolato 12/06/98 13/06/98 | 09/07/98 0,1 - Eqino - “ ++++
Tioglicolato 12/06/98 02/07/98 | 21/07/98 - - Suino - “ Neg
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Tioglicolato 12/06/98 02/07/98 | 21/07/98 - - Equino “ Neg
Tioglicolato 01/07/98 15/07/98 | 14/08/98 0,1 - Suino “ +++
Tioglicolato 01/07/98 15/07/98 | 14/08/98 0,1 - Eqlino “ +++
Tioglicolato 14/07/98 15/07/98 | 11/08/98 - - Coelho “ +++
Tioglicolato 14/07/98 15/07/98 | 16/09/98 0,1 - Suino “ +++
Tioglicolato 14/07/98 15/07/98 | 16/09/98 0,1 - Eqino “ ++
Tioglicolato 14/07/98 15/07/98 | 16/09/98 0,1 Kan Suino “ -
Tioglicolato 01/07/98 27/08/98 | 15/10/98 - - Suino “ ++++
Tioglicolato 14/07/98 10/09/98 | 15/10/98 - - Coelho “ Neg
Tioglicolato 27/08/98 10/08/98 | 11/11/98 - - Suino “ ++++
Tioglicolato 27/04/99 04/05/99 | 18/05/99 - - - 75 +H++
Tioglicolato 27/04/99 04/05/99 | 18/05/99 - - - 7 ++++
Tioglicolato 27/04/99 04/05/99 | 18/05/99 - - - 6,5 +4+++
Tioglicolato 27/04/99 04/05/99 | 22/06/99 - - - 7,1 ++++
TSY 12/05/98 13/05/98 | 27/07/98 - - Suino 74 +++
TSY 12/05/98 13/05/98 | 09/06/98 - - Coelho 7,4 ++
TSY 17/07/98 11/08/98 | 12/08/98 0,1 - Coelho “ Neg
TSY 12/05/98 17/06/98 | 22/09/98 0,1 - Suino “ +++
TSY 12/05/98 24/06/98 | 23/07/98 0,1 - Coelho “ +++
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TSY 12/05/98 23/06/98 | 23/07/98 0,1 Coelho ++
TSY 12/05/98 01/07/98 | 12/08/98 0,1 Suino +++
TSY 12/05/98 04/05/99 | 22/09/99 Kan +++

++++ = Crescimento exuberante; +++ = bom; ++ = razoavel; + = raras; Neg = Negativo; NAG = N Acetil
Glucosamina; Kan = Kanamicina e Rif = Rifampicina.




Apéndice 3. Diferentes meios de cultura, datas do preparo dos meios, repique e leitura final, relacionados ao Crescimento de B.

garinii amostra 1B29

Nome do Meio Data inicio | Data repique Eficiéncia Agar % Antibiético 5 Fluorouracil Soro Albumina | pH | crescimento. Obs
BHI 17/09/98 03/02/99 18/03/99 - Rif. + Kan 1,0 mL - - 7,4 Neg NAG
BHI 11/11/98 03/02/99 18/03/99 0,1 - 1,0 mL - - 7,4 Neg
BHI 03/03/99 23/03/99 30/03/99 - - - - - 7,4 Neg
BHI 03/03/99 23/03/99 13/04/99 - - - - - 7,4 ++++
BHI 03/03/99 07/07/99 11/08/99 - - 1,0 mL - - 7,4 ++++
BHI 03/07/99 07/07/99 16/09/99 - - 1,0 mL - - 7,4 ++++
BHI 19/08/99 23/08/99 24/08/99 0,3 Rif + Kan - Suino - 7,0 ++
BHI 19/08/99 23/08/99 15/12/99 0,3 Rif + Kan - “ - 7,0 +H++
BHI 19/08/99 12/11/99 16/12/99 - - - - - 7,0 +++
BHI 03/03/99 07/07/99 01/08/99 - - 2,5mL - - 7,4 ++
BHI 07/07/99 23/03/99 22/06/99 - Rif 2,5mL - - 7,4 +++
BSK 11/12/98 23/03/99 07/07/99 1,5 - - Coelho + 7,5 ++++
BSK Padréo 02/09/98 03/02/99 13/04/99 - Rif. + Kan - Coelho + 7,5 ++++
BSK preparado 11/12/98 23/03/99 30/03/99 - - 5mL - - 6,5 Neg piruvato
BSK Padrao 23/10/98 03/02/99 13/04/99 - Kan 5mL “ + 7,5 +++
BSK Padréo 01/12/98 23/03/99 13/04/99 - Rif 5mL “ + 75 Neg. Cte
BSK Padréo 02/09/98 03/02/99 07/07/99 - - - Coelho + 7,5 +4+++




BSK Padréo 23/10/98 23/03/99 08/06/99 - - - -Coelho 75 +
BSK Padréo 23/10/98 2308/99 24/08/99 - Rif + Kan - Coelho 7,5 ++
BSK Padréo 23/10/98 23/08/99 23/11/99 - Rif + Kan - “ “ +4+++
BSK Sigma 15/10/98 20/08/99 18//11/99 - - Suino 75 +++
BSK Sigma 15/10/98 23/08/99 23/08/99 - Rif + Kan - Suino 7,0 ++
BSK Sigma 15/10/98 23/08/99 30/11/99 - Rif + Kan - Suino “ +++
BSK Sigma 15/10/98 23/08/99 24/08/99 - Rif + Kan 0,3mL “ 7,0 ++
BSK Sigma 15/10/98 23/08/99 30/11/99 Rif + Kan 0,3mL “ “ ++++
Caldo Brucella 19/10/99 03/02/99 18/03/99 - - - Suino - ++++
Caldo Brucella 19/10/99 03/02/99 19/08/99 - - - - - ++++
Caldo Brucella 19/10/99 03/02/99 30/03/99 - - - - - ++++
Caldo Brucella 19/10/98 03/02/99 18/03/99 - - - Suino 7,2 ++++
Caldo Brucella 19/10/98 03/02/99 13/04/99 - - - “ 7,2 +++
Caldo Brucella 19/10/98 03/02/99 18/03/99 - Rif + Kan - - 7,2 ++++
Caldo Brucella 19/10/98 03/02/99 30/03/99 - - - - 7,2 ++++
Caldo Brucella 20/04/99 04/05/99 27/07/99 - - - - 7,0 +++
Caldo Brucella 04/05/99 04/05/99 27/07/99 - - - - 7.5 +++
Caldo Brucella 19/08/99 23/08/99 24/08/99 03 Rif + Kan - Suino 7,0 +
Caldo Brucella 19/08/99 19/08/99 18/11/99 03 Rif + Kan - Suino 7,0 ++++
CTB 14/05/98 23/03/99 22/06/99 - - - - 73 ++++




CTB 19/08/99 23/08/99 24/08/99 0,3 Rif + Kan Suino 7,0 +
CTB 19/08/99 23/08/99 16/11/99 0,3 Rif + Kan “ 7,0 +H++
PMR 12/11/98 03/02/99 30/03/99 - Rif + Ka Cavalo 6,8 Neg
PMR 12/11/98 03/02/99 30/03/99 - Rif Cavalo 6,8 +4+++ glicose
PMR 12/11/98 03/02/99 22/06/99 - - Cavalo 8,8 +++
PMR 12/11/98 03/03 99 07/07/99 - - “ 6,8 ++++
PMR 19/08/99 23/08/99 24/08/99 - Rif + Kan Suino “ +
PMR “ “ 15/12/99 - Rif + Kan Suino -7,0 ++++
PMR 19/08/99 23/08/99 24/08/99 - Rif + Kan “ 7,5 ++
PMR 19/08/99 23/08/99 16/09/99 - Rif + Kan “ “ ++++
Tarozzi 19/08/99 23/03/99 30/03/99 - Rif - 7,4 Neg
Tarozzi 19/08/98 23/03/99 13/04/99 - - - “ Neg
Tarozzi 19/08/98 04/05/99 01/06/99 - Rif - “ Neg
Tarozzi 19/08/98 23/03/99 22/06/99 - - - “ Neg

++++ = Crescimento exuberante; +++ = bom; ++ = razodvel; + =raras; Neg = Negativo; NAG = N Acetil Glucosamina; Kan =

Kanamicina e Rif = Rifampicina.
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