Urina humana estéril como fator de enriquecimento
para o crescimento primario de Leishmania.
Influéncia da fonte de urina humana e do
procedimento para a coleta de amostras biologicas de
caes naturalmente infectados em regioes endémicas
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Ha alguns meses estamos estudando a a¢ao da uri-
na humana sobre o desenvolvimento in vitro de Leishma-
nia. Ja verificamos que Leishmania semeada em meios
bifasicos, suplementados com 5% de urina humana es-
téril, apresentam fase logaritmica de crescimento mais
prolongada, possibilitando a obtencao de massas de para-
sitas exponencialmente mais elevados. Em outro estudo
demonstramos que a suplementagao de urina humana es-
téril como fator de crescimento primario de Leishmania
possibilitou isolamento e positivagdo de um nimero 2 a 3
vezes maior de culturas realizadas com amostras colhidas
de caes naturalmente infectados, em area de transmissdo
natural de Leishmania (L.) chagasi; bem como de hams-
teres experimentalmente infectados por L. (V) braziliensis
ou por L. (L.) amazonensis.

A ldgica para a experimentagdo de diferentes for-
mulagdes de meio acelulares, suplementados com urina,
para o desenvolvimento de Leishmania deve-se ao fato
de ser conhecido que componentes da urina de insetos ve-
tores desempenham importante papel na metaciclogénese
de tripanosomatideos .

Urina humana obtida de quatro diferentes fontes
doadoras, um homem de 47 anos, uma mulher de 40 anos,
um menino de § anos e uma menina de 6 anos foram este-
rilizadas por meio de filtragdo e adicionadas em tubos de
meios sélidos Blood Agar Base (BAB), na concentragao
de 5%, calculada para o total da solugdo de Brain Heart
Infusion (BHI) utilizada como fase liquida.

Aspirado de bago de 44 diferentes cdes com diag-
nostico prévio ( clinico, epidemiologico e/ou parasitolo-
gico e/ou soroldgico) positivo para calazar canino cons-
tituiram as amostras para isolamento de Leishmania. As
amostras foram coletadas de formas diferentes: a vacuo,

diretamente no meio bifasico e sem vacuo, colhidas com
seringa e, posteriormente semeadas no meio.

A partir do sexto dia (144 horas) e, até o vigési-
mo sexto dia (624 horas) apos a semeadura das amostras
colhidas, as culturas passaram a ser examinadas quanto a
presenca e densidade de formas promastigotas.

O sistema de aspiragdo a vacuo permitiu isola-
mento de Leishmania de 90% dos 44 cdes examinados,
enquanto que com o sistema de aspiracdo sem vacuo e
posterior semeadura em laboratorio, apenas, de 70% dos
caes foi obtido o isolamento do protozoario. Ainda assim,
a analise estatistica realizada pela aplicagdo do teste Qui-
quadrado ndo revelou qualquer significancia para essas
diferencas (Fig. 1).

Foi observado que a proliferagdo de parasitas foi
maior naqueles cultivos realizados com amostra bioldgica
coletada em sistema de vacuo diretamente no meio su-
plementado com 5% de urina humana estéril (UHE), em
campo. Acreditamos que com este sistema um volume
maior de amostras ¢ inoculada no meio de cultura, bem
como viabiliza utilizagdo desse procedimento em condi-
¢oes de campo nas areas com transmissao autoctone.

Em relagdo as diferentes UHE utilizadas, ndo ob-
servamos, por enquanto, qualquer diferenca significante
a0 Qui quadrado em fungdo do sexo ou idade do doador
da urina humana utilizada (Fig. 2).

Sem duvida esta estratégia tem se mostrado uma
alternativa interessante e barata de otimizar o isolamento
e a proliferacdo de Leishmania.

Neste instante, continuamos realizando estudos
visando identificar fator(es) de crescimento presentes na
urina humana.
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Figura 1. Curvas de crescimento primario de Leishmania (L.) chagasi, a partir de aspirado de bago de cdes naturalmente
infectados, coletado em sistema de vacuo e sistema sem vacuo.
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Figura 2. Curvas de crescimento primario de Leishmania (L.) chagasi em cultivos suplementados com urina humana
estéril de diferentes doadores, a partir de aspirado de bago de caes naturalmente infectados.
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