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RESUMO

OLIVEIRA, E. M. D. Avaliacao da viruléncia de estirpes de Mycobacterium
avium presentes na populacdao de suinos no sul do Brasil. [Evaluation of
Mycobacterium avium strains virulence of from porcine population of south
Brazil.] S3o Paulo, 2001. 65p. Dissertagao (mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo.

Tendo sido comprovada a existéncia de familias molecularmente distintas de M.
avium circulando em suinos da regido sul do Brasil, e havendo duvidas a
respeito da importancia da transmissdo horizontal como mecanismo de
manutencao da doenga, o presente teve por objetivo estudar a viruléncia dessas
estirpes, informagao importante para o aperfeicoamento dos métodos de
controle. As estirpes emergiram do estudo caso-controle, onde as tipagens
moleculares por RFLP mostraram a existéncia de quatro familias de M. avium
(PIG-A, B, C e D). 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. Apods 2, 13, 26 e 40 dias da inoculagao, 12 hamsters inoculados de cada
familia foram anestesiados, sacrificados e os agentes foram quantificados no
figado, bago e pulmdo. A presenca das estirpes foi verificada no sangue e
também foram realizados exames histolégicos. As estirpes PIG-A, B, C e D
desenvolveram lesdes granulomatosas no figado e baco nos quatro tempos
experimentais; disseminaram-se pela via linfo-hematica, multiplicando-se em
figado, bago e pulmdo. Nos quatro tempos experimentais houve diferenca entre
as contagens de U.F.C./g entre os 6rgaos (T1: p<0,001; T2: p<0,001; T3:
p<0,001 e T4: p<0,001) e as obtidas do bago foram sempre superiores as do
figado e pulmao. Nos quatro tempos experimentais houve diferenca entre as
contagens de U.F.C./g entre as estirpes (T1: p<0,001; T2: p<0,001; T3:
p<0,001 e T4: p<0,001) e foi possivel construir a seguinte escala decrescente de
viruléncia: PIG-B > PIG-A > PIG-D > PIG-C.

Unitermos: Complexo Mycobacterium avium, viruléncia, suinos, micobacteriose,
tuberculose.



ABSTRACT

OLIVEIRA, E. M. D. Evaluation of Mycobacterium avium strains virulence
from porcine population of south Brazil. [Avaliagdo da viruléncia de estirpes
de Mycobacterium avium presentes na populacdo de suinos no sul do Brasil.]
S&o Paulo, 2001. Dissertagdo (mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo.

Given that the existence of molecularly different families of M. avium circulating
in swine of the south area of Brazil has been proved, and that some doubts
remain regarding the importance of the horizontal transmission as mechanism
of maintenance of the disease, this work aimed to study the virulence of those
strains, an important information for the improvement of the control methods.
The strains emerged from a case-control study, when the RFLP molecular
typification showed the existence of four families of M. avium (PIG-A, B, C and
D). A strain representative of each family was inoculated by intra-peritoneal
route 1T 48 hamsters with a dose of 30.000 C.F.U./animal. Atter Z, 13, 26 and
40 days post-infection, 12 inoculated hamsters of each family were
anesthetized, euthanized and the bacteria were quantified in the liver, spleen
and lung. The presence of the strains was verified in the blood and also
histological exams were accomplished. The strains PIG-A, B, C and D developed
granulomatous lesions in the liver and spleen in the four experimental times;
they were disseminated by the linfo-haematic route, multiplying in liver, spleen
and lung. In the four experimental times there was difference among the
countings of C.F.U./g among the organs (T1: p<0,001; T2: p<0,001; T3:
p<0,001 and T4: p<0,001) and that obtained of the spleen were always
superiors to the one of the liver and lung. In the four experimental times there
was difference among the countings of C.F.U./g among the ancestries (T1:
p<0,001; T2: p<0,001; T3: p<0,001 and T4: p<0,001) and was possible to
build the following order of decreasing virulence: PIG-B > PIG-A > PIG-D >
PIG-C.

Uniterms: Mycobacterium avium complex, virulence, swine, mycobacteriosis,
tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

As micobactérias do complexo Mycobacterium avium (MAC) sao
bacilos de crescimento lento que produzem pigmento amarelo na
auséncia de luz. MAC é composto por duas espécies, M. avium e M.
intracellulare, classificadas sorologicamente em 28 sorovares. As
micobactérias pertencentes aos sorovares 1 a 6, 8 a 11 e 21
representam o M. avium, as pertencentes aos sorovares 7, 12 a 20 e

25 representam o M. intracellulare (SAITO et al., 1990).

Acredita-se que 0os microrganismos pertencentes ao MAC sejam
ubiquitadrios, pois sdo freqlientemente isolados da agua, plantas e
solo, e estdo distribuidos em toda parte do mundo. Antes da
descoberta do HIV (virus da imunodeficiéncia humana), o MAC era
ocasionalmente responsavel por infeccdes pulmonares localizadas em
pessoas predispostas a doencas pulmonares obstrutivas,
bronquiectasias e pneumonias (FALKINHAM,1996). O advento da AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) resultou em um aumento
da incidéncia de infecgdes por MAC, e tem sido reconhecida como
uma das infecgdes bacterianas oportunistas mais comuns, causando
doenga disseminada em individuos infectados pelo HIV (INDERLIED,

1993; HORSBURGH JR., 1997; REDDY, 1998;).
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O frequente encontro do MAC na agua e no solo é coerente com
o papel destes microrganismos como patégenos oportunistas
adquiridos do meio ambiente e é também coerente com a suposigcao
de que as portas de infecgdo primaria em humanos sdo os tratos
respiratorios e gastrointestinal. De qualquer modo, quando ocorre
infeccdo, € provavelmente um resultado de uma combinagdo da
deficiéncia dos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro e dos fatores
de viruléncia do MAC, talvez especialmente a habilidade desses
microrganismos em aderir e invadir as células epiteliais (INDERLIED,

1997).

Os fatores de viruléncia e patogenicidade destes patégenos
oportunistas, ainda ndo foram claramente compreendidos. Ha
indicagdes de que a viruléncia depende da estirpe do MAC. Os isolados
de pacientes aidéticos tém se mostrado mais virulentas que os
isolados do meio ambiente. Os sorotipos 4, 8 e 1 sao 0s mais
comumente isolados de pacientes infectados com o HIV. A grande
maioria das estirpes isoladas de pacientes com AIDS contém um ou
mais plasmideos. Porém, tentativas para explicar a relagao entre
sorotipo e viruléncia ou presenga plasmidica e viruléncia sao
relativamente frageis, uma vez que sorotipos 4 e 8 também sao

isolados de pacientes ndo aidéticos e MAC com plasmideos também
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sao isolados do meio ambiente. Existem também propostas para se
estabelecer relacao entre viruléncia e caracteristica das col6nias do
MAC em meio sélido (REDDY, 1998). As variantes lisas transparentes
(LT) sao as mais freqlientes em isolados clinicos, enquanto as lisas
opacas (LO) e as rugosas opacas (RO) sao frequentemente isoladas
do meio ambiente, porém a variagdo na morfologia da col6nia é
transitéria e reversivel. Uma outra caracteristica, ndo relacionada a
viruléncia, € que as formas LT sdo mais resistentes a drogas que as
formas LO, possivelmente por diferentes graus de permeabilidade da
parede celular bacteriana (REDDY, 1996). Estudos também tentam
relacionar a viruléncia e a presenga da seqliéncia de insergdao 1S901
em estirpes de MAC (PAVLIK et al., 2000). MASLOW, et al. (1999)
sugerem que a expressao de hemolisina pelo MAC representa um

fator de viruléncia necessario a ocorréncia da doenga invasiva.

Além da relevancia para a Saude Publica, microrganismos
pertencentes ao MAC tém uma grande importancia para a
suinocultura moderna. Em paises onde a tuberculose bovina tem sido
erradicada e o controle da tuberculose humana é bem-sucedido, ha
uma crescente prevaléncia da tuberculose suina causada pelo MAC

(YACHIDA e SHIMIZU, 1973).
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As linfadenites granulomatosas dos suinos, localizadas 94% das
vezes no trato digestivo (JANETSCHKE, 1963), tém sido estudadas em
varias partes do mundo com o objetivo de se conhecer a etiologia de
tais lesdes (CLAAP, 1956; TAMMEMAGI e SIMMONS, 1971 na
Australia; THOEN et al., 1975 nos Estados Unidos; MEISSNER et al.,
1978 na Franca e Alemanha; CASTRO et al., 1978 e BALIAN et al.,
1997 no Brasil; TAPARELLI e MARZADORI, 1990 na Itdlia, SZABO et
al., 1975 na Hungria; YUGLI e NEMOTO, 1972 no Japao). Estas
ocorréncias além de gerar perdas econdmicas por condenagdes no
abate (ACLAND e WHITLOCK, 1986; DEY e PARHAM, 1993; MARTINS,
2001), representam potencial risco para a Saude Publica (SZAZADOS,
1993), uma vez que ainda ndo sdo conhecidas todas as possiveis

interrelagdes agente, hospedeiros e meio ambiente.

Programas de erradicagao da tuberculose bovina, como aquele
iniciado em 1917, nos Estados Unidos (REIS, 1965), ndo incluiram a
espécie suina, considerando que a prevaléncia nessa espécie seria
reduzida em consequéncia das medidas profilaticas aplicadas para os
rebanhos bovinos (THOEN e KARLSON, 1986). Mas a execucgao de tais
programas alcangando prevaléncias bastante baixas na populagéo
bovina em paises como Alemanha, Bélgica, Inglaterra, Franca e

Portugal, chegando a erradicar a tuberculose bovina na Dinamarca,



Holanda e Luxemburgo (CAFFREY, 1994) ndo garantiu a eliminagao

das linfadenites granulomatosas nos suinos.

E notéria na literatura a decrescente ocorréncia do M. bovis
como etiologia de tais lesbes e 0 aumento dos isolados de
representantes do MAC (BALIAN et al., 1997; CASTRO et al., 1978;
EVERITT et al., 1982; PRITCHARD et al., 1977). Este fato pode ser
relacionado a crescente tecnificacdo da suinocultura, tendo como
consequéncia a redugdo do contato direto ou indireto com bovinos ao
mesmo tempo que vem oferecendo condigdes para a introducdo de
outras micobactérias que ndo as tuberculosas (MOTT) e o

estabelecimento de ciclos dinamicos de transmissao desses agentes.

No Brasil ja foram isoladas de linfadenites de suinos as

seguintes espécies: M. tuberculosis; M. bovis, Complexo M. avium-
intracellulare; M. scrofulaceum; M. gordonae, M. terrae (CORREA e
CORREA, 1973; GONTIJO FILHO, 1974; LANGENEGGER et al., 1975;
MOTA et al., 1980; FERREIRA NETO et al., 1989; BALIAN et al.,

1997), M. flavescens e M. fortuitum (CASTRO et al., 1978).

No relativo ao controle das infeccdes por MAC em suinos,
estudos recentes mostram que em determinadas regides elas estao

associadas ao meio ambiente, principalmente a cama (BROOKS,



1971; REZNIKOV et al., 1971; REZNIKOV et al., 1973; SONGER et
al., 1980; GARDNER e HIRD, 1989; CHARETTE et al., 1989;) e/ou
manejo e/ou a presenca de reservatoérios silvestres (principalmente
aves) (ALFREDSEN e SKIERVE, 1993), portanto fatores de risco
externos, que uma vez individualizados e suprimidos resultariam no
controle da infecgdo. O que ndo estda muito claro é se a transmissao
horizontal - suino-suino - tem alguma importancia na manutengao da
doenca dentro das criacdes (CHARETTE et. al.,1989), o que
significaria uma estratégia de controle diferente da anterior, baseada
no diagndstico e eliminagdo dos positivos (possiveis fontes de
infeccdo). Logicamente, a transmissao horizontal vai depender da
agressividade da estirpe de micobactéria envolvida, assim como da
dose infectante (OLIVEIRA, 1989). Portanto, num programa de
controle regional, torna-se importante uma caracterizagdo precisa das
estirpes envolvidas (quantas sao, onde ocorrem e a que estdo
associadas), para que se conheca a epidemiologia da doenca e se

estabeleca o método de controle mais adequado.

A possibilidade de reprodugao da tuberculose em modelos
biolégicos sob condigdes controladas, como em animais de laboratério
de facil manutencdo e manejo, € util aos estudiosos desta doenca. O

hamster tem sido empregado como modelo biolédgico experimental da
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tuberculose, reproduzindo com facilidade o processo desencadeado
pela inoculagao experimental do Mycobacterium bovis (FERREIRA
NETO et al., 1994) e do Mycobacterium avium isolado de linfadenite
de suino, através da avaliagdo quantitativa da concentragao do agente
em diferentes 6rgdos e da evolugdo das lesGes macro e microscopicas
no tempo (BALIAN, 1999). O camundongo beige foi considerado por
BERMUDEZ et al. (1992) como um modelo experimental bem

adaptado aos estudos de infecgao aguda com MAC.

Ovos embrionados também tém sido utilizados como modelo
biolégico para avaliar a viruléncia entre estirpes de MAC (LONG, et al.,

2000).

Na atual fase do projeto “Epidemiologia e controle das
micobacterioses suinas no sul do Brasil” (Processo FAPESP
1998/11746-1) ja foi possivel constatar que o microrganismo de
maior importancia na ocorréncia das micobacterioses suinas € o
Mycobacterium avium (LEAO et al., 1999) e existem quatro diferentes
familias de estirpes desse agente circulando na regidao. A
caracterizagdo das espécies de micobactérias foi realizada com
meétodos moleculares (PCR Restriction Analysis - PRA) e a

variabilidade de estirpes de M. avium foi determinada pela técnica de



RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), conforme

metodologia preconizada por VAN SOOLINGEN et al. (1998).

Tendo sido comprovada a existéncia de quatro familias
molecularmente distintas de M. avium circulando na populagdao de
suinos da regidao sul do Brasil, e havendo dlvidas a respeito da
importancia da transmissdao horizontal como mecanismo de
manutencdo da doencga, justifica-se um estudo da viruléncia dessas
estirpes pois, dependendo desses resultados, os métodos de controle

poderao ser aperfeicoados.

Assim sendo o presente estudo tem por objetivo verificar se
existe diferenca de viruléncia entre as estirpes molecularmente
distintas, utilizando a infeccdo experimental em hamsters
(Mesocricetus auratus) e posterior quantificacao do agente nos
orgaos, de acordo com a metodologia descrita por FERREIRA NETO et

al., 1994 e BALIAN et al., 1997.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Animais

Foram utilizados 200 hamsters fémeas, com peso entre 70 e
160 gramas, nascidas no biotério da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da USP. Durante o experimento os animais
receberam ragdo comercial e agua e foram mantidos sobre cama de

maravalha.

2.2 Agente Infectante

As estirpes foram obtidas do estudo caso-controle, onde as
tipagens moleculares por RFLP permitiram a organizacao dos padroes
encontrados em quatro familias de Mycobacterium avium. Por esta
técnica a presenca e a distribuicdo da seqliéncia de insercdo IS 1245
foram determinadas por hibridagao molecular (VAN SOOLINGEN et al.,
1998). As Figs. 1 a 4 mostram os padroes de RFLP dessas quatro

familias, bem como suas distribuicdes espaciais.
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Figura 1 - Padrdes de RFLP da familia PIG-B e sua distribuigéo
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Figura 3 - Padrdes de RFLP da familia PIG-C e sua distribuigdo

espacial por municipio - Brasil - 2001
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2.3 Preparo do Inéculo

Dentro de cada familia foi escolhida uma estirpe para
representa-la. A escolha recaiu sobre aquela que apresentou perfil
genético mais frequente.
13, Fase

Passagem das estirpes Pig-A, B, C e D em hamsters. Foram pesados

0,02g de coldnias de micobactérias e diluidas em 10mL de solugao
salina 0,85% estéril. O indculo foi preparado em frasco estéril
contendo pérolas de vidro para facilitar a dispersao das bactérias no
veiculo de maneira que cada 0,5mL tivesse 1,0 mg de micobactérias.
Para cada estirpe foram inoculados dois hamsters com 0,5mL pela via
intra-peritoneal. Apds 30 dias os hamsters foram sacrificados com
vapores de éter etilico, em seguida os hamsters foram imersos em
solugao 1/30 de hipoclorito de sédio, durante 15 minutos, apds o que
foram feitos colheitas estéreis de baco. fiaado e nulmao,_pnara o cultivo
de micobactérias em meio Petragnani. Os cultivos foram mantidos em
estufa a temperatura 37°C, durante 30 dias.

22, Fase

Pré-inoculo. Foram utilizadas as estirpes reisoladas do baco por

terem apresentado um maior crescimento.
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As estirpes até entdo cultivadas em meio Petragnani foram
passadas para o meio liquido 7H9 e colocadas para incubar no shaker
a 37°C. Apdés 7 dias de incubacado, observou-se 6timo crescimento do
pré-inéculo, do qual foi passado 10uL para 10 mL de 7H9 e incubado
a 37°C no shaker até obter bom crescimento, o que ocorreu apos 2
dias. Em seguida adicionou-se solugdo salina 0,85% estéril nos tubos
até se obter a concentracdo 10° bactérias/mL da escala de Mac
Farland. Em seguida o in6culo obtido de cada uma das estirpes foi
distribuido em 12 eppendorfs e congelados a temperatura - 80°C.
Ap6s 10 dias um eppendorf representativo de cada estirpe foi
descongelado, diluido seriadamente na razao 10 e cada diluicao foi
semeada em meio 7H10 para a contagem de U.F.C. 15 dias apods a
semeadura.

A partir das contagens obtidas foi possivel estabelecer a
estratégia de inoculacdo, de modo a garantir que cada animal do
experimento, de qualquer um dos grupos, recebece 30.000 unidades
formadoras de colénias (U.F.C.) de M. avium.

Foi realizado o controle da viabilidade do inéculo imediatamente
ap6és a sua preparagao, semeando-o em meio Petragnani e

incubando-o em estufa a 37°C por duas semanas.



2.4 Delineamento Experimental

Formou-se quatro grupos experimentais, cada um contendo 48
hamsters, que receberam (cada animal) o agente infectante, e o
grupo controle que recebeu apenas o veiculo do indculo.

No dia zero o indculo foi administrado em cada animal pela via
intra-peritoneal. Nos dias 2; 13; 26 e 40 pds-inoculagdo, 12 animais
de cada grupo e um do controle foram sacrificados. Os detalhes da

formagao dos grupos encontram-se na Tab.1.

Tabela 1 - Numero de animais sacrificados segundo 0s grupos e

tempos experimentais - Sao Paulo - 2001

TEMPOS EXPERIMENTAIS

GRUPOS 1° 2 30 4°

2 dias p.i* 13 dias p.i. 26 dias p.i. 40 dias p.i.
1 (M. avium - familia Pig-A) 12 12 12 12
2 (M. avium - familia Pig-B) 12 12 12 12
3 (M. avium - familia Pig-C) 12 12 12 12
4 (M. avium - familia Pig-D) 12 12 12 12
CONTROLES 02 02 02 02

*p.i.: pds-inoculagdo
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Antes do sacrificio, os animais foram anestesiados com éter
etilico para a colheita de 0,5mL de sangue. O sangue foi
imediatamente diluido em 4,5mL de salina estéril. Do diluido foi
semeado 0,1mL em placas de Petri contendo o meio sélido Petragnani
para cultivo de micobactérias, com o objetivo de constatar eventuais
fases de bacteremia.

Em seguida, a anestesia com vapores de éter etilico foi
aprofundada até o sacrificio e os animais foram imersos em solugado
1/30 de hipoclorito de sédio, durante 15 minutos, apdés o que foram
feitas colheitas estéreis de baco, figado e pulmdo para o cultivo
quantitativo de micobactérias e exame histolégico. Cada 6rgao foi
inicialmente pesado e triturado em stomacher, acrescendo-se 2mL de
solugao salina 0,85% estéril. Apds completa homogeneizagdo esse
volume foi transferido para uma proveta com capacidade de 50mL e o
volume completado para 10mL, este volume final foi denominado de
diluigdo inicial, a partir da qual foi obtida mais uma, de razao dez. De
cada uma das diluigdes, de cada um dos 6rgaos foram semeadas duas
placas com meio Petragnani na quantidade de 0,1mL/placa. Os
cultivos foram mantidos em estufa a temperatura de 37°C,
observadas a cada sete dias e a contagem do numero de U.F.C. foi

realizada apos 30 dias de incubagao.
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Para a contagem das U.F.C. foram adotados 0s seguintes
critérios: a) média aritmética das duas placas quando em qualquer
das diluigbes as contagens de U.F.C. ndo superavam 300 - havendo
duas diluicdes que satisfizessem esse critério, foi sempre adotada
aquela de menores contagens; b) quando mesmo na maior diluicdo as
placas apresentavam contagens de U.F.C. superiores a 300, foi
adotado para efeito de cadlculo o nimero 300, e o resultado foi
expresso em valor antecedido pelo sinal >. Esses critérios foram
adaptados de BRASIL, (1992).

Para permitir a expressao dos resultados das contagens em

U.F.C. /g de 6rgao, foi obedecida a seguinte seqliéncia de regras de

trés:

10 mL diluigdo inicial = Xg de 6rgao pesado

0,1 ml semeado = Yg de 6rgado => Z (U.F.C. contadas)

Em 1 grama de 6rgao = W U.F.C. x correcao

diluicao

Resultado Final

(U.F.C. /g 6rgao)
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O mesmo critério foi adotado para a expressao das contagens
de U.F.C./mL de sangue, trocando-se as unidades de medida (g por
mL).

O exame histolégico foi realizado através do método classico de
obtencdo de cortes finos corados pela Hematoxilina-eosina,

posteriormente examinados em microscopia de luz comum.

2.5 Tratamento Estatistico

As contagens em U.F.C. a partir dos 6rgaos examinados foram
analisados através de testes ndo parameétricos (Kruskal Wallis e Mann
Whitney), confrontando-se os valores obtidos para cada um dos
orgaos nos diferentes tempos experimentais (2, 13, 26 e 40 dias pos-
inoculagao). As analises foram realizadas através do programa SPSS

for Windows (a=0,05).

\FRVICO DE BIBLIOTECAE DOCUMENTAG/
-aC JLDADE DE MEDICINA VETERINARIA
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3 RESULTADOS

Durante todo o experimento nao houve mortalidade de animais
inoculados e nao foi verificada a presencga bacteriana nos 6rgaos dos
animais controles.

Em nenhuma oportunidade foi observada a presenca de lesao
granulomatosa nos pulmoes.

No bacgo e figado, nos quatro tempos experimentais, para as
quatro estirpes, foram encontradas lesdes granulomatosas. As Figs. 5,

6, 7 e 8 ilustram a evolugdo dessas lesdes em figado.
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Figura 5 - Fotomicrografia de corte histoldgico de figado de hamster
inoculado com a estirpe PIG-B aos dois dias poés-
inoculagdo  intra-peritoneal, mostrando granuloma
especifico. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento:

40X.
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Figura 6 - Fotomicrografia de corte histoldgico de figado de hamster
inoculado com a estirpe PIG-B aos 13 dias pos-
inoculagdo intra-peritoneal, mostrando granuloma
especifico. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento:

100X.
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Figura 7 - Fotomicrografia de corte histoldgico de figado de hamster
inoculado com a estirpe PIG-B aos 26 dias pos-
inoculagdo intra-peritoneal, mostrando granuloma
especifico. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento:

200X.
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Figura 8 - Fotomicrografia de corte histoldgico de figado de hamster

inoculado com a estirpe PIG-B aos 40 dias pos-
inoculagdo intra-peritoneal, mostrando granuloma
especifico. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento:
40X.
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Os resultados das contagens de U.F.C. em 6rgaos e sangue

estao organizados nas Tabs. de 2 a 5.

Tabela 2 - Resultados das contagens de U.F.C. em o6rgdos de
hamsters inoculados a dois dias pela via intra-
peritoneal com quatro estirpes de Mycobacterium
avium - Sao Paulo - 2001

Niimero de U F.C /a de érado

Fstirnes animais Finado Raco Pulmao
PIG-A 1 960 20000 330
2 1300 89000 750
3 1700 7400 330
4 1600 69000 -
5 1100 19000 330
6 1400 52000 2000
7 880 14000 330
8 - 30000 -
9 1200 38000 670
10 310 22000 1000
11 83 43000 -
12 1600 30000 500
PIG-B 1 2700 63000 3300
2 3600 44000 6000
3 5500 60000 -
4 1300 63000 500
5 6900 120000 3500
6 3600 70000 2500
7 19500 110000 4000
8 380 3500 500
9 7400 61000 3300
10 3400 66000 1500
11 5900 45000 1300
12 7100 250000 2000
PIG-C 1 - 1000 -
2 - 12000 500
3 = - =
4 250 1000 500
5 - - -
6 E 1000 5
7 - - -
8 - 2000 5
9 ~ 2000 -
10 170 100 -
11 5 5 5
12 . 1000 -
P1G-D 1 - 2000 -
2 140 7000 -
3 250 2500 -
4 220 2000 -
5 660 4500 -
6 290 4500 -
7 140 4000 -
8 220 3300 -
9 = -
10 220 1000 100
11 220 2000 -
12 130 6000 -

* Sem crescimento
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Tabela 3 - Resultados das contagens de U.F.C. em o6rgdos de
hamsters inoculados a 13 dias pela via intra-peritoneal

com quatro estirpes de Mycobacterium avium - Sao

Paulo - 2001
Niimero de UU F C /a de 6rado

Fstirnes animais Finado Raco Pulm3o
PIG-A 1 860 900000 ¥
2 2000 710000 330

3 890 270000 -

4 2900 300000 -

5 2700 380000 -

6 3600 110000 -

7 - - -

8 1300 250000 -

9 150 240000 -

10 - 43000 38000

11 2900 140000 -

12 2200 200000 -

PIG-R 1 420 550000 -
2 2000 1500000 -

3 23000 670000 -

4 9200 1500000 100

S 1100 900000 100

6 1800 400000 -

7 330 1300000 -

8 2600 340000 -

9 4200 1200000 -

10 800 670000 -

11 630 680000 -

12 1100 1100000 -

PIG-C 1 - 500 -
2 130 1500 -

3 400 2000 -

4 110 500 -

5 - 20000 -

6 130 6500 -

7 - 2000 -

8 - 2700 -

9 560 2000 -

10 130 1000 -

11 - 3000 -

12 - 12000 -

P1G-D 1 200 36000 -
2, 290 13000 -

3 130 2500 -

4 200 3500 -

5 110 5000 -

6 670 9000 -

7 640 32000 -

8 500 15000 -

9 400 2000 -

10 440 5000 -

11 - 6500 -

12 - 6500 -

* Sem crescimento
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Tabela 4 - Resultados das contagens de U.F.C. em 6érgdos de
hamsters inoculados a 26 dias pela via intra-peritoneal

com quatro estirpes de Mycobacterium avium - Sao

Paulo - 2001
Niimero de U F.C /a de é6rado
Fstirnes animais Fiaado Baco Pulmao
PIG- A 1 900 300000 -*
2 1200 300000 -
3 1400 300000 -
4 500 350000 -
5 1700 370000 -
6 2000 280000 -
7 750 460000 -
8 570 360000 -
9 800 430000 -
10 500 340000 -
11 1500 50000 -
12 1200 320000 -
PTIG-R 1 1300 700000 -
2 1400 530000 -
3 - 1000 -
4 750 280000 -
5 2800 400000 -
6 800 750000 -
7 330 220000 -
8 670 200000 -
9 830 600000 -
10 830 380000 -
11 - 6500 -
12 140 390000 -
PIG-C 1 - 9300 -
2 200 33000 -
3 - 20000 -
4 - 38000 -
5 330 9900 -
6 290 18000 -
7 - 24000 -
8 - 15000 -
9 - 11000 -
10 140 12000 -
11 - 4500 -
12 - 41000 -
P1IG-D 1 220 64000
2 130 67000
3 110 150000 -
4 1100 180000 400
5 - 6000 -
6 - 90000 -
7 430 250000 -
8 330 95000 -
9 880 500000 -
10 140 190000 -
11 2100 85000 -
12 170 130000 -

* Sem crescimento
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Tabela 5 - Resultados das contagens de U.F.C. em o6rgdos de
hamsters inoculados a 40 dias pela via intra-peritoneal

com quatro estirpes de Mycobacterium avium - Sao

Paulo - 2001
Niimero de U F C /a de érado
Fstirnes animais Finado Baco Pulmao
PIG- A 1 1000 390000 -
2 670 380000 -
3 1300 220000 -
4 400 260000 -
5 600 210000 -
6 800 580000 -
7/ 450 230000 -
8 580 190000 -
9 180 170000 -
10 - 53000 -
11 500 220000 -
12 300 260000 -
PIG-R 1 - 200000 -
2 600 360000 1000
3 1000 160000 -
4 570 380000 -
5 570 380000 -
6 - 11000 -
7 400 170000 -
8 830 200000 -
9 290 310000 -
10 250 240000 -
141 500 190000 -
12 860 620000 -
PIG-C 1 200 8000 -
2 130 8500 -
3 - 10000 -
4 200 41000 -
5 - 15000 -
6 800 50000 -
7/ 140 42000 -
8 - 15000 -
9 - 20000 -
10 - 16000 -
11 - 51000 -
12 - 18000 -
PIG-D 1 130 43000 -
2 330 110000 -
3 220 79000 -
4 330 81000 -
5 290 80000 -
6 - 49000 -
7 170 96000 -
8 = - -
9 - 200000 -
10 140 110000 -
11 380 18000 -
12 - 69000 -

* Sem crescimento
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No sangue foi observada a presenca do agente no primeiro
tempo experimental para as estirpes PIG-A (3 animais), PIG-B (5
animais) e PIG-D (1 animal). No segundo tempo experimental a
bacteremia foi observada apenas em dois animais inoculados com a
estirpe PIG-B. Nos demais tempos nao foi constatada a presenca do
agente no sangue.

Para a estirpe PIG-A, a comparagao do numero de U.F.C. entre
os tempos experimentais mostrou haver diferenca para os trés 6rgaos
(figado: p=0,054; baco: p<0,001; pulmao: p<0,001). Os Grafs. 1, 2

e 3 ilustram a evolucao das contagens.

Grafico 1 - Evolugdo das contagens de U.F.C. em figado de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe PIG-A
de Mycobacterium avium - Sao Paulo - 2001
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Evolucdo das contagens de U.F.C. em bago de hamsters

U F.Ch

inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe
PIG-A de Mycobacterium avium — Sao Paulo - 2001
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Grafico 3 - Evolucdo das contagens de U.F.C. em pulmado de

UF Cig

hamsters inoculados pela via intra-peritoneal com a
estirpe PIG-A de Mycobacterium avium — Sao Paulo -
2001
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Para a estirpe PIG-B, a comparacao do niumero de U.F.C. entre
0s tempos experimentais mostrou haver diferenga para os trés érgaos

(figado: p<0,001 ; baco: p<0,001; pulmao: p<0,001). Os Grafs. 4, 5

e 6 ilustram a evolucao das contagens.

Grafico 4 - Evolugdo das contagens de U.F.C. em figado de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe PIG-B

de Mycobacterium avium - Sao Paulo - 2001
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Grafico 5 - Evolugado das contagens de U.F.C. em bagco de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe PIG-B

de Mycobacterium avium - Sao Paulo - 2001
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Grafico 6 - Evolucao das contagens de U.F.C. em pulmdao de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe PIG-B

de Mycobacterium avium - Sao Paulo - 2001
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Para a estirpe PIG-C, a comparagao do numero de U.F.C. entre
0s tempos experimentais mostrou haver diferenga apenas para o bago

(p<0,001). Os Grafs. 7, 8 e 9 ilustram a evolugao das contagens.

Grafico 7 - Evolucdo das contagens de U.F.C. em figado de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe PIG-C
de Mycobacterium avium — Sao Paulo - 2001
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Grafico 8 - Evolugao das contagens de U.F.C. em bago de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe PIG-C
de Mycobacterium avium - Sao Paulo - 2001
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Grafico 9 - Evolugao das contagens de U.F.C. em pulmdo de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe PIG-C de
Mycobacterium avium - Sao Paulo - 2001
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Para a estirpe PIG-D, a comparagdao do numero de U.F.C. entre

0s tempos experimentais mostrou haver diferenca apenas para o bago

(p<0,001). Os Grafs. 10, 11 e 12 ilustram a evolugao das contagens.

Grafico 10 -

U.F.C/

Evolugdo das contagens de U.F.C. em figado de
hamsters inoculados pela via intra-peritoneal com a
estirpe PIG-D de Mycobacterium avium - Sao Paulo -

2001
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Grafico 11 - Evolucdo das contagens de U.F.C. em baco de hamsters
inoculados pela via intra-peritoneal com a estirpe
PIG-D de Mycobacterium avium - Sao Paulo - 2001
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As contagens de U.F.C. consolidadas para as quatro estirpes e
comparadas entre os 6rgaos para cada um dos tempos experimentais
mostram que houve diferenca entre elas (T1: p<0,001; T2: p<0,001;
T3: p<0,001 e T4: p<0,001). A Tab. 6 mostra os resultados oriundos
da comparacgdo das contagens de U.F.C. entre 6rgaos para cada um

dos tempos experimentais. O Graf. 13 ilustra esses resultados.

Tabela 6 - Valores de p* referentes a comparagao das contagens de
U.F.C. de Mycobacterium avium entre 6rgaos de hamsters
experimentalmente infectados — Sao Paulo - 2001

Tempos experimentais em dia pds-inoculagao

2 13 26 40

Orgédos figado pulmdo figado pulmdo figado pulmdo figado pulmao
bago <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

figado = 0,015 = 0,013 = <0,001 = 0,001

* calculados pelo teste Mann Whitney com auxilio do programa SPSS 10.0
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Grafico 13 - Numero de U.F.C. de Mycobacterium avium segundo
orgdos e tempos experimentais. Hamsters inoculados
pela via intra-peritoneal — Sao Paulo - 2001
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As contagens de U.F.C. consolidadas para os O0rgdos e
comparadas entre quatro estirpes para cada um dos tempos
experimentais mostram que houve diferenga entre elas (T1: p<0,001;
T2: p<0,001; T3: p<0,001 e T4: p<0,001). A Tab. 7 mostra os
resultados oriundos da comparacao das contagens de U.F.C. entre
estirpes para cada um dos tempos experimentais. O Graf. 14 ilustra

esses resultados.



Tabela 7 - Valores de p* referentes a comparagdao das contagens de U.F.C. entre as quatro
estirpes de Mycobacterium avium, segundo os tempos experimentais. Hamsters inoculados

pela via intra-peritoneal - Sao Paulo - 2001

Tempos experimentais em dias pés-inoculagao

2 13 26 40
Estirpe Pig-B Pig-C Pig-D Pig-B Pig-C Pig-D Pig-B Pig-C Pig-D Pig-B Pig-C Pig-D
Pig-A 0,009 <0,001 <0,001 0,001 0,001 0,001 0,644 <0,001 0,001 0,686 <0,001 <0,001
Pig-B - <0,001 <0,001 - <0,001 <0,001 - 0,005 0,018 - <0,001 0,001
Pig-C - = 0,006 = = 0,017 - - <0,001 0 - - 0,003

*calculados pelo teste Mann Whitney com auxilio do programa SPSS 10.0

4
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Grafico 14 - Numero de U.F.C. de Mycobacterium avium segundo
estirpes e tempos experimentais. Hamsters inoculados

pela via intra-peritoneal - Sao Paulo - 2001
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4 DISCUSSAO

Foram encontradas lesdes granulomatosas no baco e figado, nos
quatro tempos experimentais, para as quatro estirpes, mostrando que
todas foram capazes de produzir infeccdo em hamster. Aos dois dias
pos-inoculagao ja foi possivel constatar microscopicamente a presenca
de granulomas tipicos no figado (Fig. 5) e baco. Nos pulmdes nao foi
constatada a presenca de lesdes granulomatosas em nenhum tempo
experimental para nenhuma das quatro estirpes, embora tenha
havido o isolamento das mesmas nesses 6rgaos, em todos os tempos,
exceto no 30 e 490 para a estirpe PIG-C (Tabs. 2 a 5). Saliente-se que
nao foram realizados cortes seriados, o que ampliaria a chance de
encontrar lesoes. BALIAN et al. (1999) evidenciaram lesoes
granulomatosas em baco, figado, linfonodo mesentérico e pulmdes de
hamsters inoculados oralmente com estirpe de MAC isolada de suino
do Estado de Sao Paulo.

O isolamento de MAC do sangue no primeiro tempo
experimental justifica o seu encontro nos pulmdes e sugere que a
disseminacao do agente ocorre precocemente pela via linfo-hematica.
Apenas para a estirpe PIG-C ndo foi constatada a bacteremia, embora

0 agente tenha sido isolado dos pulmdes nos dois primeiros tempos
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experimentais (Tabs. 2 a 5). BALIAN et al. (1999) também
constataram bacteremia dois dias pds-inoculagao.

As comparacdoes das contagens de U.F.C./g entre os tempos
experimentais, para as quatro estirpes mostraram que estas
multiplicaram-se nos trés orgdos (Grafs. 1-12). BERMUDEZ et al.
(1989) apds cinco inoculacdes em camundongos beige da dose 10°
MAC/animal pela via oral de estirpes isoladas de pacientes aidéticos,
observaram grande numero de organismos viaveis em baco e figado;
mortalidade média de 26% e infecgdo disseminada em 100% dos
animais apds duas semanas. No presente experimento ndo houve
mortalidade dos animais inoculados. Essa discrepancia de resultados
pode ser explicada pela diferenca de estirpes e de modelo animal
utilizado.

As contagens de U.F.C. consolidadas para as quatro estirpes e
comparadas entre os 6rgaos para cada um dos tempos experimentais
(Graf. 13), mostraram haver diferenca entre os trés 6rgaos, sendo
que as quantidades de U.F.C./g foram sempre maiores no baco,
seguido em ordem decrescente pelo figado e pulmado (Tab. 6 e Graf.
13). Observando-se os Grafs. de 1 a 12 e os resultados das contagens
contidos nas Tabs. de 2 a 5, verifica-se que a partir de 13 dias poés-

inoculagdao existe uma tendéncia de diminuicdo da quantidade de
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bactérias recuperadas dos o0Orgaos, sugerindo que as infecgdes
produzidas pelas quatro estirpes sao auto-limitantes. Estudos mais
prolongados poderao responder esse questionamento que tem
importantes implicagdes em eventuais mecanismos de transmissao
horizontal.

As contagens de U.F.C./g consolidadas para os o6rgdos e
comparadas entre as quatro estirpes para cada um dos tempos
experimentais (Tab. 7 e Graf. 14), mostraram que as contagens de
U.F.C./g de 6rgdaos sempre foram maiores para as estirpes PIG-A e B
quando comparadas aquelas verificadas para PIG-C e PIG-D. O
mesmo se verifica para a estirpe PIG-D em relagao a PIG-C. As unicas
ocasides onde ndao houve diferenca nas contagens de U.F.C./g de
orgdos foi no terceiro e quarto tempos experimentais, quando
comparadas as estirpes PIG-A e B (Tab. 7), embora as medianas do
Graf. 14 indiqguem valores maiores para a PIG-B.

Esses resultados permitem dizer que as estirpes PIG-A e B
apresentam uma capacidade de se multiplicar nos tecidos de
hamsters maior que as PIG-C e D, e que a PIG-B, nos dois primeiros
tempos experimentais apresentou essa mesma capacidade frente a
PIG-A, o que significa diferentes capacidades de produzir infecgdao, ou

seja, diferentes viruléncias. Portanto, relativamente a viruléncia foi



possivel construir a seguinte escala: PIG-B > PIG-A > PIG-D > PIG-C.
Se maior viruléncia for entendida como maior capacidade de difusdo
de um agente infeccioso nao letal nhuma dada populagao, os dados
obtidos no presente estudo explicam as freqiiéncias de isolados
obtidos de material de campo. Foram obtidos 27 isolados da estirpe
Pig-B, oito da estirpe Pig-A e seis isolados para cada uma das estirpes
Pig-C e D (Figs. 1-4). Importante dizer que o estudo dos isolados nao
foi planejado para a obtengdo de fregliéncias.

Outros autores estudaram a viruléncia de micobactérias
utilizando técnicas in vitro. MASLOW, et al., (1999) valeram-se da
mensuragao da hemodlise e verificaram que a expressao da hemolisina
pelo MAC parece ter um papel na patogénese da doencga invasiva.
LONG, et al., (2000) utilizando como modelo ovos embrionados de
galinhas, observaram que estirpes de MAC isoladas de pacientes
humanos causaram 20 a 90% de mortalidade quando os ovos foram
infectados com a suspensao de bactérias.

Assim sendo, foi possivel concluir que a diferenciagdao molecular
de estirpes de MAC pela técnica de RFLP (VAN SOOLINGEN et al.
1998) esta relacionada a caracteristica fenotipica representada pela
viruléncia. PAVLIK et al. (2000), estudando a relagdo entre a

viruléncia e a presenca da sequéncia de insergdo IS901 em 165
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estirpes de MAC virulentas para aves, caracterizadas por tuberculose
generalizada, verificaram que 164 estirpes apresentavam IS901.

A estirpe PIG-B, por ter apresentado maior viruléncia, sera
empregada em estudos subsequientes de transmissao horizontal em

Suinos.
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5 CONCLUSOES

As estirpes PIG-A, B, C e D foram capazes de colonizar figado,
baco e pulmdes de hamsters experimentalmente infectados.

As estirpes disseminaram-se pela via linfo-hematica. Apenas
para a estirpe PIG-C nao foi constatada a bacteremia.

O bago, quando comparado ao figado e pulmdo, é o 6érgdo onde
as estirpes multiplicam-se com maior intensidade.

A estirpe PIG-B é a que apresenta maior capacidade de se
multiplicar nos tecidos de hamster, seguida pelas estirpes PIG-A, D e

C.
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