CULTIVO DE CHLAMYDIA EM DIFERENTES SISTEMAS CELULARES
UM ESTUDO COMPARATIVO!

PHYLLIS CATHARINA ROMIJN & MAIRA HALFEN TEIXEIRA LIBERAL?

RESUMO - Tentou-se o cultivo de Chlamydia sp. através de trés métedos, utilizando mace-
rados de pulmoées € traquéia de animais necropsiados suspeitos. Suspensdes foram inoculadas
em ovos embrionados, em camundongos e em cultivo celular. A técnica do cultivo celular em
monocamada se apresentou como a mais satisfatdria, principalmente pela maior rapidez no
diagnéstico.

Termos para indexagio: clamidiose, bovinos, pneumonia, camundongos, ovo embrionada,
monocamada de células McCoy, diagnéstico.

CULTIVATION OF CHLAMYDIA IN DIFFERENT CELL SYSTEMS:
A COMPARATIVE STUDY

ABSTRACT - The culture of Chlamydia sp. was tried by three cultivation methods,
triturating the lungs and trachea of necropsied animals, and inoculating this suspension in
embrionated eggs, mice and cell culture. The technigue in which monolayers of cell culture
were utilized presented the best results, being most practical and swift in diagnosing the
discase.

Index terms: chlamydiosis, bovines, pneumonia, mice, embryonated eggs, McCoy cell

monolayers. .

INTRODUCAQ

Pesquisas realizadas com material de bovinos (6r-
gaos diversos) necropsiados no estado do Rio de Ja-
neiro durante o perfodo de 1977 a 1984 pelo Labo-
ratério de Biologia Animal (L.LBA) permitiram eluci-
dar diversos problemas zoossanitirios com que os
criadores vinham se defrontando. Dentre eles, cha-
mou a atengio a existéncia de broncopneumonias em
animais jovens (de até um ano de idade), que leva-
vam & morte por outras causas que nio as provoca-
das por agentes bacterianos e/ou parasitdrios. Os
exames anatomopatolégicos sugeriram a presenca de
outros microorganismos, como Chlamydiaceae, no
caso da identificagfo de lesdes pulmonares tipicas ou
indicativas {Lennette & Schmidt {1979) e Shewen
(1980).

Baseando-se nesses achados, foi elaborado um
projeto de pesquisa visando o isolamento de Chlamy-
dia sp. o que, como trabalho pioneiro em bovines no
Brasil, exigiu que fossem testadas as diversas formas
de cultivo possiveis (World Health Organization
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1975), a fim de se eleger a mais adequada s condi-
¢bes existentes no LBA.

O preseate trabalho tem como objetivo apresen-
tar técnicas de cultivo de Chlamydia sp. utilizadas
em nosso Laboratério de Biologia Animal da
PESAGROQ-Rio, assim como as dificuldades e solu-
¢Oes encontradas durante o processo de utilizagio
delas para o diagndstico do microorganismo, deta-
Thando o método que melhor se adequou i rotina de
trabalho.

MATERIAL E METODOS

O material utilizado para exame consistiu princi-
palmente de pulmdes e traquéias de bezerros de até
um ano de idade, necropsiados no municipio de
Cantagalo, RJ, e remetidos ao laboratério para veri-
ficagio da causa mortis.

As amostras foram transportadas em recipientes
com temperatura entre - 4°C e 0°C, por periodo
nunca superior a 24 horas. Assim que chegavam ao
laboratério, as amostras eram imediatamente pro-
cessadas,

O material era triturade e homogencizado em
meio-de-Earle ou caldo-infusdo-coragdo (BHD)
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(Lennette & Schmidt 1979), e conservado a - 200C
até ser inoculado.

Para o preparo do in6culo, utilizou-se o homoge-
neizado, jd preparado, a 20% em meio-de-Earle.
O inéculo era centrifugado trés vezes, ap6s adi¢io
de antibidticos, retirando-sc sempre o sobrenadante
para nova centrifuga¢io. Do sobrenadante final era
retirada a quantidade necesséria para inoculagio nos
sistemnas celulares estudados,

Ovos embrionados

As aves poedeiras receberam racdo isenta de an-
tibidticos, preparada especialmente para o trabalho.
Foram utilizados somente os ovos de casca clara, in-
tegra e lisa.

Do sobrenadante jd descrito eram inoculados 0,2
ml no saco da gema, em um minimo de trés ovos com
embrides de seis dias. Os ovos eram incubados a
36,59C ¢ virados diariamente. Embrides cuja morte
ocorria dentro de quatro dias apds a inoculagio eram
dispensados, sé se utilizando aqucles cuja morte
ocorria apds esse perfodo. Logo que era verificada a
morte do embrido ou perda de sua motilidade, os
ovos eram abertos assepticamente. A gema era re-
movida para uma placa-de-Petri, onde o seu excesso
era retirado da membrana com salina esterilizada.
Através de esfregagos € impressdes, eram feiras 13-
minas da membrana do saco da gema para identifica-
¢do dec particulas de inclusdo caracteristicas de
Chlamydia sp. em microscépio 4tico com lente de
imersdo 100x e objetiva 10x.

Os embrides que sobreviviam apds doze dias de
inoculagdo eram sacrificados, e ldminas eram feitas
da membrana do saco da gema, da mesma forma
descrita anteriormente.

De todos os materiais de primeira passagem ne-
gativos, isto &, em cujas liminas ndo foram verifica-
das inclusdes semelhantes 3s caracteristicas para
Chiamydia sp., eram feitas duas subpassagens, apds
as quais eram considerados negativos se suas laminas
ndo apresentassem as referidas inclusdes.

As subpassagens (estoque de material para refe-
réncias futuras) eram realizadas a partir da membra-
na restante.

Esta membrana era macerada em volume igual de
meio-de-Earle. Em centrifuga refrigerada (0°C), o
material era diferenciado por 30 a 60 minutos, a
500 r.p.m.. Sua esterilidade era testada em seguida,
semeando-se em meio semi-s6lido (Tioglicolato).
O indculo constituia o sobrenadante do centrifugado.
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Camundongos

Camundongos albinos, da criagio do préprio la-
boratério ¢ sem linhagem definida, foram controla-
dos anterformente ao experimento, verificando-se se
nio eram portadores do agente em estudo. Animais
geneticamente resistentes A infecgdo (Lennette &
Schmidt 1979) por Chlamydia sp. eram detectados e
eliminados do plantel.

A verificagio de existéncia de animais resistentes
a infecgdo ou portadores de Chlamydia sp. reali-
zou-se através da inoculagio de suspensbes de pul-
mdes e bagos de camundongos do plantel, infectados
ou nio, em monocamadas de células McCoy, con-
forme descrito mais adiante.

A presenga de infecgdo latente era verificada pe-
rodicamente por trés a cinco passagens cegas de
suspensdes dos pulmdes ¢ bago de camundongos,
tomados ao acaso, de vdrias faixas etdrias, da linha-
gem a ser utilizada. Dessa suspensio, 0,025 ml eram
inoculados, por instilagdo nasal, em camundongos de
trés semanas de idade, sob narcose de éter. Os ca-
mundongos inoculados eram mantidos em quarente-
na ¢ sacrificados apds sete dias de observagio. Do
dltimo lote de camundongos, a suspensdo pulmonar
era inoculada no saco vifelino de ovos embrionados
de seis dias.

A racdio recebida pelos animais em experimento
era isenta de antibiSticos que inibissem o cresci-
mento do microorganismo, sendo fornecida sempre
fresca. A dgua era abundante ¢ renovada a cada dia.

A maravalha utilizada como cama era nova e se-
ca, sem resina, ¢ renovada no minimo trés vezes na
semana.

A, Camundongos recém-natos: inoculagio in-
tracerebral

Quantidades entre 20 ¢ 30 pl de uma suspensao a
10% do homogeneizado de pulmdes e traquéia, pre-
paradas conforme ji descrito, eram inoculadas em
camundongos recém-natos, em qualquer drea do
hemisfério esquerdo do cérebro, utilizando-se serin-
ga de 100 wl e agulha hipodérmica 13 x 3,8.

Animais cuja morte ocorria dentro das primeiras
24 horas eram dispensados. Sintomas como sonolén-
cia e paralisia, considerados indicativos, geralmente
se desenvolviam em 48 horas, com morte em trés a
cinco dias. Destes animais, era retirada a dura-méter
assepticamente, sendo feitas impressdes em laminas,
as quais eram observadas de forma idéntica & des-
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¢rita para a membrana da gema de ovos embriona-
dos.

Nos casos negativos, o pulmio ¢ o bago do animal
eram retirados, macerados, centrifugados e reinocu-
lados em outra série de camundongos recém-natos.
Essas passagens cegas eram realizadas de 15 em 15
dias aproximadamente, por quatro vezes, findo o
que, 0 materiais eram considerados negativos, de
acordo com os resultados das impressbes das limi-
nas.

B. Camundongos jovens: inoculagio intra-pe-
ritonial

Esta técnica consistiu na introdugio de 0,5 ml de
suspensdo (j4 descrita) na cavidade peritonial de ca-
mundongos de trés a cinco semanas de idade, num
total de cinco animais por amostra,

No trabalho de pesquisa realizado, os animais
eram observados duranfe 21 dias, dispensando-se
aqueles cuja morte ocorria dentro de 48 horas. Os
animais que apresentavam sintomas indicativos on
nio morriam dentro de 21 dias eram sacrificados e
necropsiados; suas visceras eram expostas assepti-
camente, €, apds verificada a presenga de lesdes, o
bago, os rins e o flgado eram retirados e com eles
feitos esfregagos, que, apds corados e fixados, eram
observados ao microscdpio Gtico, com objetiva de
imersio, para verificar a presenga dos corpusculos
caracteristicos.

Eram feitas trés passagens cegas antes de se con-
siderar as amostras negativas, fazendo-se uma sus-
pensiio a 20% com caldo nutriente estéril a partir do
macerado de drgdos, ¢ injetando-se 0,5 ml deste, in-
traperitonialmente, em outro grupo de camundon-
£0S.

Isolamento em cultive celular

Células de linhagem continua em monocamada
McCoy, tratadas com Iodo-desoxi-uridina, foram
utilizadas como terceiro sistema para isolamento de
Chlamydia sp. a partir de material suspeito.

As células eram cultivadas ¢ passadas em garrafas
tipo xarope, sendo utilizados pequenos tubos de fun-
do chato, preparadas para este cultivo, para exames
do material suspeito, vedados com rolha de borracha,
sendo as células (125.000/tubo) cultivados em lami-
nula redonda, que permanecia no fundo do tubo.
Apés 48 horas, as células confluentes j4 podiam ser
inoculadas com o material suspeito a partir da sus-
penséo j4 descrita, diluida a 107", O meio para dilui-

¢80 do material era ¢ mesmo utilizado para o cultivo
celular, adicionado de glicose (0,54 g/ml solugio),
fungizon (250 mg/ml solugde) e vancomicina
(10 mg/ml solugéo). Dessa forma, a inoculagio das
cflulas era realizada dispensando-se o meio velho e
colocando-se 1 ml do material diluido nos tubos com
monocamadas de células confluentes, utilizando-se
dois tubos para cada material. Os tubos eram entio
centrifugados a 3.000 x g, a 30°C, por uma hora,
para melhor associagdo microrganismo - célula, e em
seguida incubados a 37°C, por 48 horas. Ao {inal, as
<€lulas nas laminulas eram fixadas e coradas no pré-
prio tubo, deixando um tubo de cada material para
controle. A observagio ao microscopio 6tico para
identificagdo de inclusdes era realizada montando-se
a laminula, com a camada celular para baixo, em l4-
mina com uma gota de glicerol, e utilizando-se obje-
tiva de imerséo.

Materiais negativos eram dispensados, os positi-
vos ou suspeitos eram novamente inoculados em no-
vas cflulas e, caso confirmada a sua positividade,
estocados para pesquisas futuras,

A fixacdo e coloragdo das ldminas dos trés méto-
dos de cultivo foram realizadas pela técnica de
Giemsa.

RESULTADOS

Dentre as técnicas realizadas, o cultivo celular em
monocamada apresentou-se como sendo a mclhor
para ser utilizada em nosso laboratério, por sua rapi-
dez e especificidade, detectando 100% dos animais
sabidamente infectados.

As outras técnicas, além de serem mais trabalho-
sas, forneciam resultados duvidosos nas leituras das
ldminas preparadas, ou causavam a morte, por infec-
¢do inespecifica, dos sistemas inoculados.

DISCUSSAQ

O cultive celular permite resultados rdpidos, em
48 horas, desde que haja toda a infra-estrutura
montada. O espago fisico requerido € pequeno, de-
vendo-se contar apenas com uma capela de fluxo
laminar e ambiente onde preparar e filtrar os meios.
Uma das poucas desvantagens reside na dificuldade
de aquisicdo de material de consumo de boa qualida-
de, e a precos acessiveis.

Quando os exames a serem realizados sio em pe-
queno ndmero, ou enviados ao laboratério com
grandes intervalos de tempo, a célula McCoy pode
ser congelada em pequenas aliquotas em N liquido, e
utilizada rapidamente. A inoculagio de dois tubos

Pesq. agropec, bras., Brasflia, 25(1);15-18, jan. 1990



I8 P.C. ROMIJN e MH.T. LIBERAL

com cultivo celular para cada material suspeito per-
mite manter a amostra continuamente, ou utilizd-la
como controle, bastando, para tanto, inocular a mo-
nocamada infectada, em nova passagem, em outro
tubo com células.

A utilizagdo de camundongos como substrate ce-
lular foi a técnica mais laboriosa, requerendo uma
infra-estrutura mais sofisticada, sendo, porém, a
mais acurada por permitir a reprodugdo de um qua-
dro clinico e histopatoldgico caracteristico, mesmo
gquando o agente infeccioso se encontra em quanti-
dades minimas na suspensdo utilizada como inéculo,

Devido 4 manipulagdo da Chlamydia sp. em drea
vizinha 4 da criagdo dos antmais, o risco de contami-
nagdo através de roupas, instrumental e outros nao
pode ser desprezado. Um biotério de criagio dos
animais € necessdrio para eliminar esta possibilidade.

A noculagdo do material suspeito € um processo
relativamente rédpido, quer seja intraperitonial ou in-
tracerebral, porém o periodo de observagio, de até
21 dias para cada grupo de animais por material, re-
quer espago {isico razodvel e um acompanhamento
didrio. Como alguns materiais sdo ressemecados até
trés vezes, deve-se calcular um periodo de 90 dias
para cada exame, Tal periodo & exccssivamente lon-
20 para qualquer diagnéstizo de rotina, sendo que os
resultados talvez nfio sejam mais significativos de-
pois de decorrido todo este tempo.

A identificagdo de Chlamydia sp pode ocorrer em
qualquer etapa, mesmo scm sintomas clinicos pneu-
mdbnicos, apdés a primeira, segunda, ou terceira ino-
culagdo, pela detecgdo dos corpiisculos elementares
em esfregacos de alguns pulmoes processados. Nas
passagens pulmonares, ainda € possivel detectar pe-
quenas lesdes, dras de consolidagao e hiperemia nos
pulmdes dos animais necropsiados,

Os camundongos infectados geralmente possufam
o0 bago aumentado, com fibrina na superficie e Hqui-
do ascitico abundante, além de focos de necrose no
figado. ImpressGes dos Grgos afetados apresenta-
vam-se ricas em corpisculos elementares.

Durante o experimento utilizando ovos embrio-
nados como substrato celular para o cultivo de
Chlamydia sp., muitas das dificuldades forum seme-
lhantes 4s da utilizagio de camundongos.

Geralmente, apenas 60 a 70% dos ovos sio fér-
teis, devendo-se calcular 100% a mais do que a
quantidade necessdria,

Ovos embrionados sio extremamente sensiveis 3
contaminacio, e todos os cuidados foram tomados
no sentido de realizar os trabalhos em condigdes de
assepsia.
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Para uma correta execucgao dessa técnica, € im-
prescindivel a disponibilidade de uma incubadeira, de
preferéncia automdtica, que evite a influéncia de fa-,
tores externos.

A retirada asséptica da membrana da gema para
preparo de esfregago em limina e suspensdo para
novas passagens ou estogue também apresenta difi-
culdades de assepsia, devendo ser realizada, de pre-
feréncia, em um ambiente com fluxo laminar.

O preparo de laminas a partir da membrana da
gema requer certa pritica, pois poucas células por
campo sdo obtidas, além de apresentarem visualiza-
¢io pouco nitida.

Os pulmdes dos embrides de galinha inoculados
com a suspensio de pulmio do material de primeira,
segunda ou terceira passagem costumavam $¢ apre-
sentar hiperémicos, congestos, de parede fina, ¢ com
as extremidades ciandticas.

CONCLUSOES

A técnica de cultive celular em monocamada,
como utilizada no presente estudo, é recomendada
para o diagnéstico de Chlamidiose em material fecal
em laboratérios pequenos ¢ com poucos recursos. Os
resultados obtidos foram considerados confidveis,
permitindo estudos epidemiolégicos extensivos.
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