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Isolamento de Rickettsia em cultura de células vero

Isolation of Rickettsiain vero cell culture

Heloisa Helena Barbosa Melles?, Silvia Colombo! e Elba Regina Sampaio de Lemos?

Resumo Embora o diagnéstico da febre maculosa baseie-se em sinais e sintomas
caracteristicos, o mesmo requer confirmacéo laboratorial, pois existem alguns diagndsticos
diferenciais possiveis como meningococcemia, leptospirose, infeccdo por enterovirus e febre
tiféide. A confirmacé&o laboratorial pode ser feita através da pesquisa de anticorpos especificos,
possivel somente alguns dias apds o aparecimento da doenca, através do isolamento do agente
em amostras de sangue e/ou bidpsia de pele, e ainda, de amostras de carrapatos coletados do
paciente ou de animais reservatorio. O isolamento a partir de sangue ou bidpsia de pele resulta
em diagndstico precoce da doenca, pois na fase de rickettsemia ainda ndo ha anticorpos
detectaveis no sangue. Assim, com o objetivo de facilitar o diagndstico precoce da febre maculosa,
estabelecemos um método de isolamento de rickettsia em cultura de células vero. Para a
padronizacdo foi inoculada amostra padrdo de Rickettsia rickettsii, cepa Sheyla Smith, cedida
pelo CDC. A identificag@o foi feita através da reacdo de imunofluorescéncia indireta. A presencga
de microrganismos verdes fluorescentes visualizados no interior do citoplasma das células
caracterizou o crescimento do agente. Posteriormente, a metodologia foi confirmada pelo
isolamento do agente da febre maculosa em amostras de bidpsia de pele de paciente proveniente
de area endémica no Estado de Sao Paulo, bem como, de amostras de carrapato do género
Amblyomma, considerado o reservatdrio e transmissor da doenga no Brasil.
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Abstract The diagnosis of spotted fever is based on characteristic signs and symptoms but
requires laboratorial confirmation because of the possible differencial diagnosis from other diseases
like leptospirosis, enterovirosis, meningococcemia and tiphoid fever. Laboratorial confirmation
may be done by detection of specific antibodies which is possible only 5-10 days after the onset
of the symptoms or by the isolation of Rickettsiae from blood and/or skin biopsy and from ticks
collected in the patient or in the animal reservoir. The isolation of Rickettsiae from blood or skin
biopsy results in an early diagnosis of spotted fever since in the rickettsiemic phase of the disease
there is no detectable level of antibodies in the serum. With the purpose of facilitating the diagnosis
of Spotted Fever we have standardized the isolation of Rickettsiae in cell culture by a method that
is less time consuming and that reduces the biological risks than isolation in guinea pigs. vero
cell cultures were inoculated with the Sheyla Smith strain of Rickettsia rickettsii provided by CDC
(Atlanta-USA). The identification was performed by indirect immunofluorescence technique. The
presence of green fluorescent organisms characterized the growth of the agent. Ulterior
confirmation of the methodology was done by isolation of the spotted fever agent from skin biopsy
of a patient from an endemic area and from Amblyomma ticks that are the reservoir and vector of
the Brazilian spotted fever.
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A febre maculosa brasileira tem como agente
etioldgico a Rickettsia rickettsii, a mesma
responsavel pela febre maculosa das Montanhas
Rochosas nos Estados Unidos, tendo como vetor
o carrapato da espécie Amblyomma cajennense.

Sé&o raros os dados disponiveis desta
patologia no Estado de Sdo Paulo. Encontra-se
na literatura, registro da ocorréncia de 53 casos,
no periodo de 1957 a 1974 e outros 10, de 1976
a 1982, todos no Instituto de Infectologia Emilio
Ribas. Os casos foram originarios de Municipios
vizinhos da capital de Sado Paulo. Em 1985,
surgiram as primeiras suspeitas da doenca nos
Municipios de Pedreira e Jaguariina, SP. A partir
dai, foram realizados alguns estudos, na regiéo,
com o objetivo de verificar qual a espécie de
carrapato que estaria envolvida na transmisséo
da doenca®, bem como determinar a prevaléncia
de infectados e a incidéncia de casos suspeitos?.

Em 1988, foi isolada riquétsia de uma crianga
de 2 anos com suspeita de febre maculosa,
proveniente de Mogi das Cruzes, SP que,
caracterizada pelo CDC, revelou tratar-se de R.
rickettsii e com as caracteristicas da rickettsia

da febre maculosa das Montanhas Rochosas
(R Regnery: comunicacao pessoal, 1990).

O diagnostico laboratorial dos casos
suspeitos pode ser realizado por reac¢des
sorolégicas para detecgdo de anticorpos anti-
rickettsias ou pelo isolamento do agente
etiolégico a partir de sangue, tecidos post
mortemou de lesBes petequiais, ou ainda, pela
demonstracdo imunohistolégica da R. rickettsii
em biodpsias de pele das lesbes exantematicas™'.

O método mais utilizado na tentativa de
isolamento de Rickettsia é a inoculacdo do
material biolégico em cobaios. No entanto, este
método é tdo demorado quanto o tempo
necessario para o registro da soroconversao,

além de possuir grande risco biolégico.

Com o objetivo de agilizar e tornar mais
segura a pratica laboratorial no diagnéstico da
febre maculosa, foi padronizado um método de
crescimento da R. rickettsii em cultura de
células.

MATERIAL E METODOS

Cultura celular. Foi utilizada cultura de células
vero (rim de macaco verde africano) em
monocamadas sobre laminulas circulares de
12mm de didmetro, mantidas em Meio Minimo
de Eagle (MEM) por 24 a 48 horas. As culturas
celulares foram fornecidas pela Secédo de
Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz.

Cultivo. 1. Rickettsia padréo. Foi utilizada
amostra padrdo de R. rickettsii cepa Sheyla
Smith, cedida pelo CDC. Foram feitas diluicdes
da amostra a 1:10, 1:100 e 1:1000 em tampéo
fosfato (PBS) pH 7,6. De cada uma das dilui¢cdes
foram inoculados 0,2ml em 6 tubos de cultura
com células confluentes. Os tubos foram
centrifugados a 700xg, por 1 hora, a 22°C. O
in6culo foi removido e as preparagdes acrescidas
de MEM suplementado com 3 e 5% de soro fetal
bovino (SFB), 10ug/ml de gentamicina, 10ug/mi
de vancomicina e 2,5ug/ml de amphotericina B,
foram incubadas a 33°C, por 5 dias’.

2. Biopsia de pele. Foi colhida amostra de
lesdo petequial de paciente com suspeita de
febre maculosa, proveniente de regido endémica
do Estado de Sao Paulo. Da amostra de biopsia
de pele colhida em 1,5ml de BHI (Brain Heart
Infusion), foi feito um triturado com p6 de vidro
estéril, centrifugado a 700xg por 10 minutos
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a 0°C. Do sobrenadante, foi inoculado 0,2ml em
6 tubos de cultura de células conforme descrito
acima.

3. Carrapatos. Foram coletados carrapatos
de capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) da
mesma regido endémica. Apdos lavagem e
desinfeccdo com solucdo de peroxido de
hidrogénio a 3%, solugédo de formaldeido a 10%,
alcool 70% e agua destilada estéril, trés
carrapatos da espécie Amblyomma cooperi
foram triturados com p6 de vidro, obedecendo
0S Mmesmos critérios acima. As preparagdes foram
estocadas em tubos contendo solucédo de
Snyder, a -70°C até o momento da inoculagdo®,
gue foi realizada conforme descrito para a biépsia
de pele.

Imunofluorescéncia para detecg¢do de
Rickettsia: a detecgédo do crescimento bacteriano
nas culturas de célula inoculadas com a amostra
padrdo, a biépsia de pele e o triturado de
carrapato foi realizada por imunofluorescéncia
indireta (IFI) utilizando a laminula de um dos
tubos inoculados com 3 e 5% de SFB. As
laminulas foram fixadas com acetona gelada por
20 minutos, secas a temperatura ambiente
guando foram adicionados 25ul de soro humano
imune para R. rickettsii. Apés incubagédo a 37°C
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por 30 min, as laminulas foram lavadas com
PBS pH 7,6 e adicionado 25ul de soro anti-
imunoglobulina humana conjugada com
fluoresceina e incubadas a 37°C por 30 min. As
laminulas foram novamente lavadas com PBS,
montadas com glicerina 90% e examinadas em

microscopio de fluorescéncia Nikon com aumento
de 400x. O resultado foi considerado positivo,
guando se observou a presenca de
microrganismos verdes fluorescentes semelhantes
a rickettsias nas células’.

RESULTADOS

A presenca de rickettsia do grupo da febre
maculosa, mantida e isolada em cultura
de células, foi verificada pela reacao de
imunofluorescéncia indireta identificando
microrganismos na forma de bactéria intracelular
citoplasmatica, incluindo algumas intranucleares.
Levou-se em consideracdo a intensidade de
fluorescéncia de 4+, nos tubos inoculados com
5% de SFB.

Observando as culturas da amostra padréo
nas diluigdes 1:10, 1:100 e 1:1000, verificamos que
nas culturas mantidas com MEM suplementado

Figura 1 - Cultura de células vero ndo infectadas.
Imunofluorescéncia 400x.

com 5% de SFB houve crescimento de maior
namero de microrganismos do que naquelas
mantidas com 3% de SFB. Esta verificacao se
deu tanto nas prepara¢des com a cultura da
amostra padrdo como para as amostras
suspeitas. Constatado o aumento da sensibilidade
da técnica com a adicao de 5% de SFB ao meio
de cultura e a sua reprodutividade, optamos por
adotar esta modificacdo na concentra¢éo do SFB
como rotina na tentativa de isolamento de
rickettsia dos materiais biol6gicos enviados ao
IAL para diagnéstico (Figuras 1, 2, 3 e 4).

Figura 2 - Cultura de células vero inoculadas com amostra
padréo de Rickettsia rickettsii. Imunofluorescéncia 400x.

Figura 3 - Cultura de células vero_infectadas com
Rickettsia isolada de amostra de bidpsia de pele de caso
suspeito de febre maculosa. Imunofluorescéncia 400x.

Figura 4 - Cultura de células vero infectadas com
Rickettsia isolada de carrapato da espécie Amblyomma
cooperi. Imunofluorescéncia 400x.
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DISCUSSAO

Nos casos de febre maculosa classica,
guando néo se aplica a terapia adequada, o 6bito
geralmente ocorre de 8 a 15 dias apés o
aparecimento dos sintomas, podendo, ainda,
ocorrer precocemente, do 1° ao 5° dia do inicio
do quadro, nas formas fulminantes, dificultando
assim o diagnostico*. O diagnostico de certeza
da febre maculosa é de fundamental importancia
e deve estar associado ao conhecimento dos
antecedentes epidemioldgicos e procedéncia do
caso suspeito, pois 0s sintomas podem ser
compativeis com outras infeccdes como
leptospirose, meningococcemia, infeccdo por
enterovirus, entre outras doengas infecciosas. A
suspeita clinica pode facilmente ser confirmada
com exames laboratoriais especificos das
amostras biolégicas colhidas de forma adequada.
A reacdo de imunofluorescéncia indireta para
deteccdo de anticorpos séricos com uma
sensibilidade de 94 a 100% e especificidade de
100%, tem sido preconizada como método
standard para o diagnoéstico laboratorial da febre
maculosa®. Uma Unica amostra de soro com
titulo de IgG > 64 é considerada positiva! °.

O uso de metodologia que leve ao diagndstico
etiolégico da febre maculosa, além da
confirmacdo da suspeita clinica, permite a
identificagdo de areas endémicas da doenga. O
isolamento de rickettsia a partir de sangue ou
biopsia de pele resulta, de certa forma, em

diagnéstico precoce da doenca, pois na fase de
rickettsemia, ainda ndo ha anticorpos detectaveis
no sangue (anticorpos fluorescentes somente
aparecem em torno do 5° - 6° dia)®. Numa Unica
amostra colhida muito cedo, ainda na fase aguda
da doenga, ou seja, com menos de 5 dias apds
0 aparecimento dos sintomas, anticorpos
detectaveis estdo ausentes ou em titulos
menores que o limite de positividade (1:64) ° o
gue ndo permite a confirmagédo laboratorial da
suspeita clinica.

Considera-se de grande importancia a coleta
de material para os procedimentos da cultura no
isolamento de rickettsia, principalmente levando
em conta o risco de 6bito do paciente.

Em trabalho anterior verificamos que a
amostra de biépsia de pele colhida em torno do
8° dia de doenga, é o material clinico mais efetivo
para isolamento, quando comparado com
coagulo sanguineo que pode resultar em
negatividade em decorréncia da presenca de
anticorpos no sangue durante esse periodo®.

Considerando-se que os sintomas iniciais da
febre maculosa séo freqiientemente inespecificos,
podendo alguns pacientes evoluirem sem
exantemas é pertinente a busca de novas
metodologias mais sensiveis e com menos risco
bioldgico, como os de biologia molecular (PCR),
que possam substituir o isolamento, o qual
permite a confirmacao do caso clinico dentro de
um periodo de 5 dias?™.
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