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RESUMO

Tendo sido comprovada a existéncia de quatro familias molecularmente disfittasiden(P1G-A, B, C e Dirculando

em suinos da regido sul do Brasil, e havendo duvidas a respeito da importancia da transmissao horizontal como mecanismo
de manutengao da doenga, o presente teve por objetivo estudar a viruléncia dessas estirpes, informagao importante para o
aperfeicoamento dos métodos de controle. Uma estirpe representante de cada familia foi inoculada pela via intra-peritoneal
em 48 hamsters com uma dose de 30.000 U.F.C. por animal. Apds 2, 13, 26 e 40 dias da inoculacdo (T1 a T4), 12 hamsters
inoculados de cada familia foram anestesiados, sacrificados e os agentes foram quantificados no figado, baco e pulmao. Os
resultados foram expressos em numero de U.F.C./g de 6rgdo. A presenca das estirpes foi pesquisada no sangue e também
foram realizados exames histoldgicos. As estirpes PIG-A, B, C e D induziram a formacao de lesdes granulomatosas no figado

e bago a partir do segundo dia pés-inoculagao e disseminaram-se pela via hematica, alcangando os pulmdes. O bago sempre
apresentou maiores contagens de U.F.C., seguido pelo figado e pulmdes. Diferencas entre as estirpes foram constatadas
através de andlises das contagens de U.F.C de baco (T1: p<0,001; T2: p<0,001; T3: p<0,001 e T4: p<0,001), permitindo a
construcdo da seguinte escala de viruléncia: PIG-B> PIG-A> PIG-D> PIG-C.

PALAVRAS-CHAVE: Mycobacterium aviumViruléncia. Suinos. Micobacteriose. Tuberculose.

INTRODUCAO Os sorotipos 4, 8 e 1 sdo os mais comumente isolados de
pacientes infectados com o HIV. A grande maioria das
credita-se que os microrganismos pertencentes astirpes isoladas de pacientes com AIDS contém um ou mais
A MAC (ComplexoMycobacterium aviujnsejam plasmideos. Porém, tentativas para explicar a relacéo entre
ubiquitarios, pois séo frequentemente isolados darotipo e viruléncia ou presencga plasmidica e viruléncia
agua, plantas e solo, e estdo distribuidos em toda parteséo relativamente frageis, uma vez que sorotipos 4 e 8 também
mundo. Antes da descoberta do HIV (virus dado isolados de pacientes nao aidéticos e MAC com
imunodeficiéncia humana), o MAC era ocasionalmentglasmideos também sédo isolados do meio ambiente. Existem
responsavel por infec¢cdes pulmonares localizadas eambém propostas para se estabelecer relagdo entre viruléncia
pessoas predispostas a doengas pulmonares obstrutieasaracteristica das col6nias do MAC em meio s8lids
bronquiectasias e pneumoniasO advento da AIDS variantes lisas transparentes (LT) sdo as mais freqiientes em
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) resultou em uiisolados clinicos, enquanto as lisas opacas (LO) e as rugosas
aumento da incidéncia de micobacterioses por MAC, e tespacas (RO) séo freqlientemente isoladas do meio ambiente.
sido reconhecida como uma das infeccdes bacteriarRmrém, a variacdo na morfologia da col6nia € transitéria e
oportunistas mais comuns, causando doenca dissemineglgersivel. Alguns estudos também procuraram relacionar a
em individuos infectados pelo HIV (14; 13; 21). viruléncia e a presenca da seqiiéncia de inser¢do I1S901 em
Os fatores de viruléncia e patogenicidade destestirpes de MAE.
microrganismos oportunistas ainda ndo foram claramente ~ Além da relevancia para a Saude Pdublica,
compreendidos. Os isolados de pacientes aidéticos ténmserorganismos pertencentes ao MAC tém uma grande
mostrado mais virulentas que os isolados do meio ambienteportancia para a suinocultura moderna. Em paises que
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alcangaram bons resultados no combate a tuberculose boyieemitira o melhor conhecimento da cadeia de transmissao
e humana, cresce a importancia da tuberculose suina causkt®as infeccdes e 0 subsequente aperfeicoamento dos

pelo MACZ:, métodos de controle.
E notdria, na literatura, a decrescente ocorréncia do
M. boviscomo agente etioldgico de lesdes em suinos e o MATERIAL EMETODO

aumento dos isolados de representantes do M&E?
Este fato pode ser relacionado a crescente tecnificacdo da  Foram utilizadas quatro estirpes de MAC, oriundas
suinocultura, tendo como consequéncia a reducao do cont@goguatro familias individualizadas por tipagem molecular
direto ou indireto com bovinos ao mesmo tempo que veatilizando o método de RFLP dirigido para a seqiiéncia de
oferecendo condi¢8es para a introducdo de outrasercdo IS1243 As familias foram denominadas PIG A, B,
micobactérias que nado as tuberculosas e o estabelecimé&h®D. Dentro de cada familia foi escolhida uma estirpe para
de ciclos dindmicos de transmissdo desses agentes. representa-la. A escolha recaiu sobre aquela que apresentou
Com relacéo ao controle das infec¢gBes por MAC eperfil genético mais frequente.
suinos, estudos recentes mostram que em determinadas Foram utilizados 200 hamsters fémeédsgocricetus
regibes elas estdo associadas ao meio ambienaearatug, com peso entre 70 e 160 gramas. Foram estruturados
principalmente a carfig® 2+ 212 8¢/ou manejo e/ou a quatro grupos experimentais (A, B, C e D), cada um contendo
presenca de reservatorios silvestres (principalmentetave4B hamsters, que receberam 30.000 U.F.C. do agente
Portanto, fatores de risco externos, que uma vézfectante por animal O grupo controle recebeu apenas o
individualizados e suprimidos resultariam no controle deeiculo do inéculo. No dia zero o indculo foi administrado
infeccdo. O que ndo esta muito claro é se a transmis&io cada animal pela via intra-peritoneal. Nos dias 2; 13; 26 e
suino a suino (horizontal) tem alguma importancia M0 pés-inoculacéo, 12 animais de cada grupo e um do controle
manutencao da doenca dentro das criatdegjue foram sacrificados.
significaria uma estratégia de controle diferente da anterior, Antes do sacrificio, os animais foram anestesiados
baseada na identificagdo de suinos infectados atravéscdm éter etilico para a colheita de 0,5mL de sangue. O sangue
diagnéstico e sua eliminagdo. Logicamente, a transmiss@oimediatamente diluido em 4,5mL de solugao salina estéril.
horizontal vai depender da agressividade da estirpe Be diluido foi semeado 0,1mL em placas de Petri contendo o
micobactéria envolvida, assim como da dose infecfantemeio solido Petragnani para cultivo de micobactérias, com o
Quanto mais virulenta for a estirpe, mais severas serdoofigetivo de constatar eventuais fases de bacteremia.
lesdes e, por conseguinte, maiores as chances de um animal Em seguida, a anestesia com vapores de éter etilico foi
infectado tornar-se eliminador de micobactérias, ou segprofundada até o sacrificio e os animais foram imersos em
fonte de infecgdo. Portanto, num programa de controle torrslugao 1/30 de hipoclorito de sodio, durante 15 minutos, apos
se importante a caracterizacdo precisa das estirpegue foram feitas colheitas estéreis de baco, figado e pulméo
envolvidas, 0o que permitira um melhor conhecimento dzara o cultivo quantitativo de micobactérias e exame histologico.
cadeia de transmisséo da doenca e o aperfeicoamento @ada 6rgéo foi inicialmente pesado e triturado em stomacher,
métodos de controle. acrescendo-se 2mL de solucdo salina 0,85% estéril. Apds
Varios métodos tém sido empregados para se estudampleta homogeneizacéo esse volume foi transferido para uma
a viruléncia das micobactérias: expressao de hemdlisingroveta com capacidade de 50mL e o volume completado para
mortalidade em ovos embrionadbg quantificacdo 10mL, este volume final foi denominado de diluicéo inicial, a
bacteriana em tecidos de animais de laboratérgartir da qual foi obtida mais uma, de razdo dez. De cada uma
experimentalmente infectado§e?? das dilui¢es, de cada um dos 6rgdos foram semeadas duas
O hamster tem sido empregado como modelo biolégiacas com meio Petragnani na quantidade de 0,1mL/placa. Os
experimental da tuberculose, reproduzindo com facilidadecaltivos foram mantidos em estufa a temperatura de 37°C,
processo desencadeado pela inoculagao experimemial dmbservadas a cada sete dias e a contagem do nimero de U.F.C.
bovise doM. Avium,através da avaliacdo quantitativa ddoi realizada ap6s 30 dias de incubagao.
concentracao do agente em diferentes 6rgdos e da evolucdo Para a contagem das U.F.C. foram adotados os
das lesGes macro e microscépicas no téripo seguintes critérios: a) média aritmética das duas placas
Tendo sido comprovada a existéncia de quatro familigsrando em qualquer das diluicdes as contagens de U.F.C.
molecularmente distintas dd. aviumcirculando na n&o superavam 300 — havendo duas diluicbes que
populagdo de suinos da regido sul do Bfasisabendo-se satisfizessem esse critério, foi sempre adotada aquela de
gue a viruléncia esta relacionada a transmisséo horizontaknores contagens; b) quando mesmo na maior diluicédo as
estudou-se a viruléncia dessas estirpes pois, a partir degdasas apresentavam contagens de U.F.C. superiores a 300,
resultados, estirpes mais virulentas poderéo ser empregadaadotado para efeito de calculo o nimero 300, e o resultado
para estudos de transmissé@o horizontal em suinos, o dpiexpresso em valor antecedido pelo sinal >. Esses critérios
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foram adaptados de BRASIL granulomatosas microscopicas.
No sangue foi observada a presenca do agente no
primeiro tempo experimental para as estirpes PIG-A (3
As contagens em U.F.C. &i& aviurmig de 6rgdos animais), PIG-B (5 animais) e PIG-D (1 animal). No segundo
examinados foram comparadas entre 6rgéos e entre estite@spo experimental a bacteremia foi observada apenas em
para cada um dos tempos experimentais, utilizando-sedzsis animais inoculados com a estirpe PIG-B. Nos demais
testes néo paramétricos de Kruskal Wallis e Mann Whitnegmpos nao foi constatada a presenca do agente no sangue.
As anadlises foram realizadas através do programa SPSS for O resumo estatistico dos resultados das contagens
Windows @=0,05). de U.F.C. em érgaos estdo organizados na Tab.1.
As contagens de U.F.C. consolidadas para as quatro
RESULTADOS estirpes e comparadas entre os 6rgdos para cada um dos
tempos experimentais mostraram que houve diferenca entre
Durante todo o experimento ndo houve mortalidadeles (T1: p<0,001; T2: p<0,001; T3: p<0,001 e T4: p<0,001).
de animais inoculados e néo foi verificada a presengss resultados oriundos da comparacédo das contagens de

Tratamento Estatistico

bacteriana nos 6rgaos dos animais controles. U.F.C. entre 6rgéos para cada um dos tempos experimentais
Em nenhuma oportunidade foi observada a presenganstam da Tab.2 e da Fig. 1.
de lesdo granulomatosa nos pulmdes. As contagens de U.F.C. obtidas de bago e comparadas

No bago e figado, nos quatro tempos experimentaisntre quatro estirpes para cada um dos tempos experimentais
para as quatro estirpes, foram encontradas lesdaestraram que houve diferenca entre elas (T1: p<0,001; T2:

Tabela 1
Resumo estatistico dos resultados das contagens de U.F.C. por grama de 6rgédo de hamsters inoculados pela via intcarperitoneal ¢
quatro estirpes delycobacterium aviure Sdo Paulo — 2001
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Tabela 2

Valores de p* referentes & comparacao das contagens de U.M@calsmcterium aviurentre 6rgaos de hamsters experimentalmente
infectados — S&o Paulo — 2001

Tempos experimentais em dias phs-inoculagio

2 13 — 26 a0

Orgios  figado pulmio  figado pulmdo figado pulmio  figado  pulmio
o <0001 <0001  <0,001 <0001 <0041 <0001 <0001 =0.00]

g . 1, (e : | - <l = 0,001

* cabculados pelo teste Mann Whitney com suxilio do programa SPSS 10,0
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Tabela 3
Valores de p* referentes a comparagao das contagens de U.F.C./g de bacgo entre as quatro Mgtioheseium aviugsegundo 0os
tempos experimentais. Hamsters inoculados pela via intra-peritoneal — S&o Paulo — 2001

Tempos experimentais an did |:||'|I.-||n.'l|:u|.1|;|.|:|_

- E % a0
Exrpe Pig-B Pig-C Pl Fig-I Pig-C Pig-I¥ FgB  Pgl PigDh gk Pyl -0
Flg-A T A K 01 Eai i 1] o001 o] ] 0&71 (6| 7 0,061 0799 <01 <L
Fig-H =018 0,001 <0001 0,001 o4 0017 <001 =001
Fig-C 03 0012 00001 0,03

" alcubsdos pelo LESle Mann Whithey com auslic 40 programa SPa5 100

g ey
|

i =

g § e

Figura 1 Figura 2
NGmero de U.F.C. dblycobacterium aviunsegundo 6rgdos e Numero de U.F.C dslycobacterium aviunem baco, segundo
tempos experimentais. Hamsters inoculados pela via intra-periton@8lirpes e tempos experimentais. Hamsters inoculados pela via
— S&0 Paulo -2001 intra-peritoneal — S&o Paulo — 2001

p<0,001; T3: p<0,001 e T4: p<0,001). A Tab. 3 e a Fig. [Bsdes nos pulmdes e isso pode ter sido conseqiiéncia da
mostram os resultados oriundos da comparacdo dz@o realizacdo de cortes histologicos seriados nesse 6rgéo.
contagens de U.F.C./g de baco entre estirpes para cada um O isolamento de MAC do sangue no primeiro tempo
dos tempos experimentais. experimental justifica o seu encontro nos pulmdes e sugere
gue a disseminacdo do agente ocorreu precocemente pela
via hematica. Apenas para a estirpe PIG-C néo foi constatada
a bacteremia, embora o agente tenha sido isolado dos
) ) ) pulmdes nos dois primeiros tempos experimentais. Balian
As quatro estirpes del. aviumforam isoladas de tamhém constataram bacteremia dois dias pés-inoculacao.
baco, figado e pulmao e produziram les6es granulomatosas Bermudez, Petrofsky e Kolonodkipos cinco
em baco e figado, mostrando que todas elas foram capazggylacses pela via oral da doséIBC/ camundongo
de produzir infeccdo em hamster. Aos dois dias pOgrige de estirpes isoladas de pacientes aidéticos,
inoculacao ja foi possivel con_statar microscopicamenteservaram grande nGmero de organismos viaveis em baco
presenca de granulomas tipicos no figado e bago. NOfgado; mortalidade média de 26% e infecgéo disseminada
pulmées nédo foi constatada a presenca de 1€s6§f 100% dos animais apés duas semanas. No presente
granulomatosas em nenhum tempo experimental paignerimento ndo houve mortalidade dos animais inoculados.

nenhuma das quatro estirpes, embora tenha havidggsa discrepancia de resultados pode ser explicada pela
isolamento das mesmas nesses 6rgéos, em todos os tempgsenca de estirpes e de modelo animal utilizado.

exceto no 3° e 4° para a estirpe PIG-C. Badaienciaram As contagens de U.F.C. consolidadas para as quatro
lesdes granulomatosas em bago, figado, linfonoqQyimes e comparadas entre os 6rgéos para cada um dos tempos
mesenterico e pulmdes de hamsters inoculados oralmegi@erimentais (Fig. 1), mostraram haver diferenca entre os trés
com estirpe de MAC isolada de suino do Estado de S§gy50s, sendo que as quantidades de U.F.C./g foram sempre
Paulo. No presente experimento n&o foram encontradggjores no bago, seguido em ordem decrescente pelo figado
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e pulméo (Tab. 2 e Fig. 1). Observando-se os resultados dagampo. Foram obtidos 27 isolados da estirpe Pig-B, oito da
contagens, verifica-se que a partir de 13 dias pds-inoculagitirpe Pig-A e seis isolados para cada uma das estirpes Pig-
existe uma tendéncia de diminuicéo da quantidade de bacté@as D. Importante dizer que o estudo dos isolados nédo foi
recuperadas dos oOrgdos, sugerindo que as infecciemnejado para a obtencdo de frequéncias.
produzidas pelas quatro estirpes sdo auto-limitantes. Estudos  Assim sendo, foi possivel concluir que a diferenciagéo
mais prolongados poderdo responder esse questionamentdecular de estirpes de MAC pela técnica de RFLP (25) esta
gue tem importantes implica¢cdes em eventuais mecanismekcionada a caracteristica genotipica representada pela
de transmissao horizontal. viruléncia. PAVLIK et al*°, estudando a relagdo entre a

As contagens de U.F.C./g de baco comparadas entiriléncia e a presenca da sequéncia de insercdo 1IS901 em 165
as quatro estirpes para cada um dos tempos experimengsiirpes de MAC virulentas para aves, caracterizadas por
(Tab. 3 e Fig. 2), mostraram contagens sempre foram maioneserculose generalizada, verificou que 164 estirpes
para as estirpes PIG-A e B quando comparadas aquedpsesentavam IS901.
verificadas para PIG-C e PIG-D. O mesmo se verificaparaa A partir desses resultados, seria extremamente
estirpe PIG-D em relacédo & PIG-C. As Unicas ocasifes ondieressante a utilizacao da estirpe PIG-B em estudos
ndo houve diferenca nas contagens foi no terceiro e quagigerimentais com suinos, procurando elucidar a existéncia
tempos experimentais, quando comparadas as estirpes RiG: importancia da transmissédo horizontal desses agentes
Ae B (Tab. 3). nesta espécie.

Esses resultados permitem dizer que as estirpes PIG-A
e B apresentam uma capacidade de se multiplicar nos tecidos CONCLUSOES
de hamsters maior que as PIG-C e D, e que a PIG-B, nos dois
primeiros tempos experimentais apresentou essa mesma A partir de inoculagéo intra-peritoneal em hamsters,
capacidade frente a PIG-A, o que significa diferentess estirpes PIG-A, B, C e D ycobacterium aviurforam
capacidades de produzir infec¢éo, o que pode ser entendidpazes de colonizar figado, baco e pulmdes e houve
como diferentes viruléncias. Portanto, relativamente disseminag&o hematica.
viruléncia foi possivel construir a seguinte escala: PIG-B > O bacgo, quando comparado ao figado e pulméo, € o
PIG-A > PIG-D > PIG-C. Se maior viruléncia for entendidargéo onde as estirpes multiplicam-se com maior intensidade.
como maior capacidade de difusédo de um agente infeccioso A estirpe PIG-B é a que apresenta maior capacidade
nao letal numa dada popula¢éo, os dados obtidos no preseletese multiplicar nos tecidos de hamster, seguida pelas
estudo explicam as frequiéncias de isolados obtidos de mateirpes PIG-A, D e C.

SUMMARY

The finding of four clusters d¥l. avium(PIG-A, B, C and D), typed by the 1IS1245-RFLP method, infecting the swine
population of the south region of Brazil, the possible existence of virulence differences among them, the role of the virulence
in the transmission mechanisms of infections and the existence of reasonable doubts regarding the importance of horizontal
transmission for swine micobacteriosis, the virulence of these four strdlhseiumwere compared. Bacteria from each

cluster were inoculated in 48 hamsters by intra-peritoneal route. On the 2nd, 13th, 26th, and 40th days after inoculation, (T1
to T4), 12 animals of each cluster were sacrificed with vapors of ethyl ether and the bacteria were quantified in the liver,
spleen and lung. Results were expressed as cfu/g of organ. The presence of the strains was verified in the blood and
histological exams were also accomplished. The four strains induced granulomatous lesions in the liver and spleen since 2
days after inoculation and were disseminated to the lungs through the blood stream. The cfu counts from spleen were always
bigger them that obtained from liver and lungs. Differences among strains were observed through the analysis of cfu counts
from spleen (T1: p<0,001; T2: p<0,001; T3: p<0,001 and T4: p<0,001), allowing the construction of the following
virulence scale: PIG-B> PIG-A> PIG-D> PIG-C.

KEY-WORDS: Mycobacterium aviumVirulence. Swine. Micobacteriosis. Tuberculosis.
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