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Cinética do crescimento de Borrelia burgdorferi (Spirochaetaceae)

em diferentes meios de cultivo!
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The cinetic of growth of Borrelia burgdorferi was studied during a 3-month period, using the
following 8 culture media: (1) 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 were maintained in culture tubes of 10 ml capacity. For each medium, the inoculum
was standardized to contain initially 10? spirochetes for each 0.1 ml of culture. The growth was
monitorized by counting the total number of spirochetes in 0.1ml of medium in a dark field
microscope, using a 10x30 mm cover slip. For the first 12 days, counting was done each 24 hours,
and afterwards once a week during 14 weeks. There occurred growth of B. burgdorferi in all tested
media, with the best performance of three of them: BSK with rabbit serum, BSK swine serum + 5
fluorouracil, and CTB medium. Growth of B. burgdorferi was seen from the 4th week on, reaching
its maximum within 8-12weeks, depleting the culture medium after this time. Cystic forms of B.
burgdorferi were observed with all tested media.

INDEX TERMS: Culture medium, Borrelia burgdorferi, borreliosis, Spirochaetaceae, bacteria cultivation,

cinetic growth, cystic forms.

RESUMO.- Estudou-se a cinética de crescimento de Borrelia
burgdorferi, por um periodo de 3 meses, utilizando os seguintes
oito meios de cultivo: (1) BSK adicionado de soro de coelho, (2)
BSK adicionado de soro de suino, (3) BSK adicionado de soro de
suino + 5 fluorouracil, (4) PMR, (5) CTB, (6) Dubos, (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, o inoculo foi padronizado para conter no inicio 102
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 e laminula com dimen-
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soes de 10x30mm, tendo sido utilizado microscépio de campo
escuro. A contagem foi realizada durante 14 semanas, tendo sido
diaria nos primeiros 12 dias e semanal a partir desta data. Houve
crescimento de B. burgdorferi em todos meios testados, com me-
lhor performance para trés deles: BSK adicionado de soro de coe-
lho, BSK adicionado de soro de suino + 5 fluorouracil e meio CTB.
Observou-se crescimento de B. burgdorferi a partir da 4* semana,
atingindo o plat6 de crescimento entre a 8* e 122 semanas, quan-
do comegou a exaustao do meio de cultivo. Formas cisticas de B.
burgdorferi foram observadas em todos os meios testados.

TERMOS DE INDEXACAO: Meios de cultivo, Borrelia burgdorferi,
borreliose, Spirochaetaceae, cultivo de bactérias, cinética de cresci-
mento, formas cisticas.

INTRODUCAO

A espécie Borrelia burgdorferi Johnson, Schmid, Hyde, Steigerwalt,
Brenner 1984, é cosmopolita, acomete animais silvestres, domés-
ticos e seres humanos, sendo transmitida por carrapatos. Animais
sofrem doenga benigna e desempenham papel de sentinela para o
monitoramento da dispersao do agente em novas areas geografi-
cas (Lissman et al. 1984, Parker & White 1992). B. burgdorferi cres-
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ce a temperatura de 33° C e pode ser visualizada através de
microscopia de campo escuro, de contraste de fase ou ainda em
cortes histologicos, quando impregnados por corantes a base de
prata (Barbour & Hayes 1986, Quinn et al. 1994).

Os meios utilizados para cultivo sao altamente enriquecidos,
de custo elevado e como o periodo de incubagao é longo, torna-
se facil o crescimento de microrganismos contaminantes, impe-
dindo o seu desenvolvimento. Preac-Mursic et al. (1991) cultiva-
ram B. burgdorferi em seis meios sélidos utilizando soro de coe-
lho e albumina sérica bovina. Para tornar esses meios seletivos
os autores adicionaram co-trimoxazole, amicacina, fosfomicina
e outros antibioticos. Apos a incubagao em jarras, com vela e na
de Gaspak, por um periodo de 2 a 4 semanas, as colonias de
Borrelia sp foram contadas e sua morfologia caracterizada.

Os objetivos deste trabalho foram testar diferentes meios
modificados e de baixo custo para cultivo de B. burgdorferi, bem
como estudar a cinética do crescimento em meios selecionados.

MATERIAL E METODOS

A amostra padrao de Borrelia burgdorferi (Cepa G39/40) foi proveniente
do Laboratério de Doenga de Lyme da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Esta amostra foi conservada em tubos
“nunc” contendo meio BSK com 80% de glicerol estéril, em botijao de
nitrogénio liquido.

Os seguintes meios de cultura foram utilizados para crescimento
das espiroquetas: BSK-coelho, BSK-suino, BSK-suino+5-fluorouracil,
PMR, CTB, Dubos, Caldo Brucella e BHI. Todos os meios foram
adicionados 0,3% de agar-agar e 6% de soro de suino. Em cada tubo
com 3ml de meio foram inoculados 10ml das culturas de B. burgdorferi.
Todos os tubos foram incubados a 34°C. Todos os meios foram
preparados assepticamente e mantidos em tubos de ensaio com
capacidade para 10ml. Para cada meio de cultivo o inoculo foi
padronizado de modo a conter, no inicio, 102 espiroquetas para cada
0,1ml de cultivo.

Para contagem das espiroquetas, 10 ml da cultura homogeneizada,
foi colocada sobre lamina de microscopia com dimensoes de 26x76mm
e coberta com laminula de 30x10mm. 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 12° dia; a partir desta data a contagem foi realizada
2 vezes por semana, até a 142 semana. Quando o nimero de
espiroquetas aumentou, inviabilizando a contagem, tornou-se
necessario promover dilui¢oes seriadas, em salina, para as
concentragoes 1/10; 1/100 ou 1/1000.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os meios utilizados foram eficientes como substrato para
crescimento de Borrelia. burgdorferi (Fig. 1 e 2). Foram observa-
das pequenas oscilagoes nos niimeros de células nos primeiros
12 dias, cuja contagem permaneceu entre 20 e 140 unidades
por 0,1 ml de meio (Fig. 1). A partir da segunda semana, foi
observado discreto crescimento em todos os meios, com o plato
de crescimento entre a 8* e 13* semanas, a partir de quando
houve significativo decréscimo na contagem (Fig. 2). Os meios a
base de BSK, propiciaram melhores condicoes para crescimen-
to, tendo atingido o niimero de 1,2x103 células na 122 semana.
Ap6s 100 dias, as espiroquetas apresentavam-se finas, sem espi-
ral e em ntimero reduzido.
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Fig. 1. Cinética de crescimento em dias de Borrelia burgdorferi nos
meios BSK-coelho, BSK-suino, BSK-suino+5-fluorouracil, PMR, CTB,
Dubos, Caldo Brucella e BHI.

Bahrmand et al. (1996) descreveram um meio so6lido para o
crescimento de B. microti e B. persica, e demonstraram a redu-
¢ao do tempo de cultivo para 72 horas, o que permitiu um
diagnodstico mais rapido. Estes autores obtiveram uma curva
de crescimento para as duas amostras trabalhadas. Heroldova
et al. (1998) estudaram o tempo de geracao de B. burgdorferi
em diversas temperaturas, e observaram que na variacao de
temperatura entre 25°C a 27°C o tempo de geracao foi de 8:26
e 12:36 horas.
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Fig. 2. Cinética de crescimento em semanas, de Borrelia burgdorferi
nos meios BSK-coelho, BSK-suino, BSK-suino +5-fluorouracil, PMR,
CTB, Dubos, Caldo Brucella e BHI.

Dodge (1973) isolou B. recurrentis utilizando varios meios en-
riquecidos e referiu-se ao grau elevado de exigéncia da espécie,
quanto ao contetido dos meios. Na avaliacao dos meios utiliza-
dos concluiu que todos eles foram capazes de suportar o cresci-
mento ativo do microrganismo testado, e que nenhum cresci-
mento 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 a importancia dos

componentes proteinaceos, tais como a albumina sérica bovina,
aorigem e qualidade do soro como fatores criticos que afetam a
dinamica do crescimento das espiroquetas. Segundo Barbour
(1986) e Wittenbrink et al. (1996), a albumina sozinha ou em
combinagao com soro de coelho fornece os acidos graxos de
cadeia longa que sao incorporados dentro dos lipideos da célu-
la. O efeito do piruvato de sédio sobre o crescimento de Borrelia
spp invitro, estimula a glicolise quando presente em concentra-
coes baixas. Callister et al. (1990), demonstraram que a fracao V
da albumina sérica bovina, usada no meio de BSK pode afetar a
recuperacao de borrelias.

Trabalho de Wittenbrink et al. (1996), indicou que em mais
de 50 amostras de B. burgdorferi o crescimento foi bastante
rapido com a adicao de até 2,5 % de albumina sérica bovina. Em
todas as amostras testadas, segundo os autores, a morfologia
celular e a motilidade foram preservadas. O efeito do piruvato
de sodio sobre o crescimento de Borrelia in vitro, estimula a
glicolise quando presente em concentragao baixa. Segundo
Barbour (1986), B. burgdorferi é mais movel em suspensoes, a
qual é acentuada quando se adiciona glicose ao meio de cultura.

Formas cisticas de B. burgdorferi foram observadas com mai-
or freqiiéncia nos meios de cultivo desfavoraveis, mas ocorreu
também em meios favoraveis como no BSK. Segundo Brorson &
Brorson (1997), condig¢oes desfavoraveis, representadas pela
presenca de antibidticos, estimulam a presenga de formas cisticas,
e que este estado de baixa atividade é importante para sua so-
brevivéncia em ambiente negativo. A eficacia do antibiotico re-
quer um metabolismo ativo da bactéria, sendo provavel que a
forma cistica de B. burgdorferi constitua uma forma resistente ao
tratamento com antibiotico. Este fen6meno, segundo Brorson &
Brorson (1997), pode explicar as razoes da borreliose de Lyme
ser de dificil tratamento em alguns pacientes e que as membra-
nas que circundam as formas encistadas as proteja contra
estresse externo. No presente trabalho, foi observado reversao
de formas espiraladas em formas cisticas e vice-versa. Brorson &
Brorson (1997) observaram a reversao para forma espiralada
quando os cistos foram colocados no mesmo meio de cultura
adicionado de soro, no qual elas se apresentavam moveis e
espiraladas. E provavel que fenomeno semelhante ocorra in vivo,
em condicoes nao favoraveis para estes microrganismos, e que
estas observacoes podem auxiliar o diagnostico e tratamento de
infeccoes causadas em humanos e em animais.
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