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RESUMO

AMBROSIO, S. R. Métodos bacterioldgicos aplicados a tuberculose bovina: comparagdo de
trés métodos de descontaminacdo e de trés protocolos para criopreservacdo de isolados.
[Bacteriologic methods applied to bovine tuberculosis: comparison of three decontamination
methods and three protocols for cryopreservation of isolates]. 2005. 61 f. Dissertacao (Mestrado
em Medicina Veterindria) — Faculdades de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2005.

Dada a importancia do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT), a necessidade de uma eficiente caracterizagao bacteriologica dos focos
como ponto fundamental do sistema de vigilancia e as dificuldades encontradas pelos
laboratérios quanto aos métodos de isolamento de Mycobacterium bovis fizeram crescer o
interesse do meio cientifico por estudos, sobretudo moleculares, de isolados M. bovis. Para a
realizacdo dessas técnicas moleculares, ¢ necessaria abundancia de massa bacilar, obtida através
da manuten¢do dos isolados em laboratorio e repiques em meios de cultura. Entretanto o
crescimento fastidioso do M. bovis em meios de cultura traz grandes dificuldades para essas
operagdes. Assim sendo, o presente estudo teve por objetivos: 1°) Comparar trés métodos de
descontaminac¢do para homogeneizados de 6rgaos, etapa que precede a semeadura em meios de
cultura, onde 60 amostras de tecidos com lesdes granulomatosas, provenientes de abatedouros
bovinos do Estado de Sao Paulo, foram colhidas ¢ imersas em solugdo saturada de Borato de
Sodio e transportadas para o Laboratorio de Zoonoses Bacterianas do VPS-FMVZ-USP, onde
foram processadas até 60 dias apods a colheita. Essas amostras foram submetidas a trés métodos
de descontaminagdo: Bésico (NaOH 4%), Acido (H,SO4 12%) e 1- Hexadecylpyridinium
chloride a 1,5% (HPC) e o quarto método foi representado pela simples dilui¢do com solucdo
salina (controle). Os resultados foram submetidos 4 comparagdo de proporgdes, pelo teste de 7,
na qual verificou-se que o método HPC foi o que apresentou menor propor¢do de contaminagao

(3%) e maior propor¢do de sucesso para isolamento de BAAR (40%). 2°) Comparar trés



diferentes meios criopreservates para M. bovis, foram utilizados 16 isolados identificados pela
técnica de spoligotyping. Cada um desses isolados foi solubilizado em trés meios (solugdo
salina, 7H9 original ¢ 7H9 modificado), e armazenado em trés diferentes temperaturas (-20°C, -
80°C e -196°C), sendo descongelado em trés diferentes tempos (45, 90 e 120 dias de
congelamento). Antes do congelamento e apds o descongelamento foram feitos cultivos
quantitativos em meios de Stonebrink Leslie. Os porcentuais de reducdo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) nas diferentes condi¢des foram calculados e comparados entre
si através de métodos paramétricos e ndo-paramétricos. Os resultados obtidos foram: na analise
da variavel tempo, em 90 dias de congelamento foi observada uma maior proporc¢ao de perda de
M. bovis, quando comparado ao tempo 120 dias (p=0,0002); na analise da variavel temperatura,
foi observada uma diferenca estatistica significativa entre as propor¢des de perda média nas
temperaturas de -20°C e -80°C (p<0,05); na analise da varidvel meio, foi observada uma
diferenca significativa (p=0,044) entre os meios A e C, para 45 dias de congelamento e -20°C de
temperatura de criopreservacdo. Embora as medianas dos porcentuais de perdas de UFC terem
sido sempre inferiores a 4,2%, permitiram sugerir que o melhor protocolo de criopreservacao de

isolados de M. bovis ¢é solubiliza-los em 7H9 modificado e manté-los a temperatura de -20°C.

Palavras-Chave: Mycobacterium bovis. Descontaminagdo. HPC. Criopreservag¢ao. 7H9



ABSTRACT

AMBROSIO, S. R. Bacteriologic methods applied to bovine tuberculosis: comparison of
three decontamination methods and three protocols for cryopreservation of isolates. [Métodos
bacteriologicos aplicados a tuberculose bovina: comparagdo de trés métodos de
descontaminacdo e de trés Protocolos para criopreservacdo de isolados]. 2005. 61 f. Dissertagao
(Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdades de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2005.

In the context of the National Program of Control and Eradication of Brucellosis and
Tuberculosis (PNCEBT), the necessity of an efficient bacteriologic characterization of the
infected herds as a cornerstone of the monitoring system and the difficulties faced by the
laboratories regarding the methods for Mycobacterium bovis isolation led to a growing interest
for scientific studies, especially molecular, of M. bovis isolates. To use these molecular
techniques it is necessary to have an abundant bacillary mass, obtained through the maintenance
of isolates in laboratory and replication in culture media. However the fastidious growth of M.
bovis in culture media brings out great difficulties for these activities. Thus, the present study
has the following objectives: First, to compare three decontamination methods for organ
homogenates, phase that precedes the sowing in culture media, 60 samples of tissues with
granulomatosis injuries, proceeding from bovine slaughterhouses in the State of Sdo Paulo, were
obtained, immersed in sodium borato saturated solution and transported to the Laboratério de
Zoonoses Bacterianas of the VPS-FMVZ-USP, where they were processed up to 60 days after
the sampling. These samples were submitted to three methods of decontamination: Basic NaOH
4%, Acid H2SO4 12% and 1- Hexadecylpyridinium chloride (HPC) 1.5% and a simple dilution
with saline solution (control method). The results were analysed by means of the y* test to
compare proportions, and it was verified that HPC method presented the smallest proportion of
contamination (3%) and the greatest proportion of success for M. bovis isolation (40%). Second,
to compare three different cryopreservation media for M. bovis, 16 isolates identified by the

technique of spoligotyping were used. Each one of these isolates was solubilized in three media



(original saline solution, 7H9 and 7H9 modified), and stored in three different temperatures
(-20°C, -80°C and -196°C), and defrosted in three different time periods (45, 90 and 120 days of
freezing). Before the freezing and after the unfreezing, quantitative cultivations in Stonebrink
Leslie media were carried out. The proportions of Colony-Forming Units (CFU) loss in the
different conditions were calculated and compared with one another through parametric and
non-parametric methods. The results obtained were: in the analysis of the variable time, at 90
days of freezing a bigger proportion of CFU loss was observed when compared to 120 days
(p=0,0002); in the analysis of the variable temperature, a statistically significant difference was
observed between the average proportions of CFU loss for the temperatures of -20°C and -80°C
(p<0,05); in the analysis of the variable media, a significant difference was observed (p=0,044)
between the media A and C, for 45 days of freezing and -20°C of cryopreservation temperature.
Althougth the medium ones of the proportion of losses of CFU to always have been inferior
4,2%, had allowed to suggest that the best protocol for cryopreservation of M. bovis isolates is

to solubilize them in 7H9 modified medium and to keep them at a temperature of -20°C.

Key-words: Mycobacterium bovis. Decontamination. HPC. Cryopreservation. 7H9
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1. INTRODUCAO

A tuberculose ¢ uma efermidade infecto-contagiosa de distribui¢ao mundial, de grande
importancia econdmica e sanitaria nos paises afetados. Nos seres humanos a infeccdo ¢
causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis, mas provavelmente ¢ o patogeno M.
bovis, proprio dos animais, 0 agente zoonoOtico mais importante na histéria da humanidade
(ABALOS; RETAMAL, 2004). Apesar do controle da infec¢cdo por Mycobacterium bovis nos
animais, conseguido em muitos paises, com uma conseqiiente diminuicdo da infecgdo
humana, nos ultimos anos a tuberculose ¢ considerada um problema reemergente em vista do
aparecimento de cepas multiresistentes aos antibioticos de eleicdo para o tratamento da
infeccdo em seres humanos, a disseminacdo do virus da imunodeficiéncia humana, do
estabelecimento de reservatorios silvestres e da persisténcia no rebanho doméstico,
especialmente nas regides em desenvolvimento. O esfor¢o conjunto dos sistemas de satde
publica e sanidade animal, para o melhoramento do diagnoéstico e desenvolvimento de vacinas
mais efetivas para a prevengdo da infec¢do € a principal estratégia para o controle desta

enfermidade (ABALOS; RETAMAL, 2004).

O Mpycobacterium bovis ¢ a principal micobactéria causadora da tuberculose bovina,
uma zoonose de grande importancia. Sua prevaléncia ¢ maior em paises subdesenvolvidos,
em desenvolvimento ¢ menor nos paises desenvolvidos (FERREIRA NETO; BERNARDI,
1997). A tuberculose bovina, apesar de ter sido erradicada ou eficientemente controlada em
varios paises, continua sendo um grande problema para a evolugdo pecuaria de um grande

numero de paises em desenvolvimento.

Apesar de algumas iniciativas, o Brasil, até agora, ndo observou melhoras significativas
da situacdo epidemioldgica da doenga no seu territério. O Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento (MAPA) brasileiro, verificando a ineficacia das medidas até recentemente
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adotadas, em 11 de janeiro de 2001, instituiu o Programa Nacional de Controle Erradicagao
da Brucelose e Tuberculose (BRASIL, 2005).

Os dados de notificacdes oficiais de tuberculose bovina indicam uma prevaléncia
média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de 1989 a 1998. Um levantamento
realizado em 1999, no Triangulo Mineiro e nas regides do centro e sul de Minas Gerais,
envolvendo aproximadamente 1.600 propriedades ¢ 23.000 animais, estimou a prevaléncia
aparente de animais infectados em 0,8%. No mesmo estudo, foram detectadas 5%
propriedades com animais reagentes, sendo importante destacar que este valor subiu a 15% no
universo de propriedades produtoras de leite com algum grau de mecanizagao da ordenha e de
tecnificagdo da producdo (BELCHIOR, 2000). Os objetivos do programa sdo baixar a
prevaléncia e a incidéncia da brucelose e tuberculose bovina e criar um niimero significativo
de propriedades certificadas que oferecam produtos que proporcionem baixo risco sanitario
(www.agricultura.gov.br).

Tradicionalmente inicia-se o combate a tuberculose bovina com estratégias de
controle, que tém como objetivo a diminui¢do constante do niimero de focos, o que ¢é feito
através da certificacdo de propriedades livres, que envolve a realizagdo de testes indiretos em
massa ¢ operacdes de saneamento quando animais positivos sdo detectados. Esse
procedimento demanda alto investimento ¢ uma redug¢do importante na prevaléncia de focos ¢é

alcangada no médio e longo prazo (KANTOR, 1994).

Apds o que, passa-se para a fase de erradicacdo, onde o objetivo é a eliminagdo de
todos os focos. Essa transi¢do ¢ feita através da adocao de sistema de vigilancia para detec¢ao
e saneamento de focos. Uma boa alternativa ¢ utilizar as informag¢des de abatedouros como
base desse sistema (BROWN et al., 1998). Portanto, as lesdes sdo colhidas em abatedouros,
enviadas ao laboratorio e, apdés a confirmagdo bacterioldgica do foco, rastreia-se a

propriedade de origem, que ¢ saneada através de uma rotina de testes tuberculinicos e
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sacrificio dos animais reagentes. Assim sendo, o diagnostico direto, isto €, o isolamento, a
identificagdo da espécie da micobactéria envolvida e a discriminagdo molecular dos isolados

de M. bovis sdo elementos de grande importancia para o sistema.

Embora o Brasil tenha iniciado seu programa em 2001, existe uma expectativa de
baixa prevaléncia de focos, fato ja confirmado em Minas Gerais (BELCHIOR, 2000).
Provavelmente essa prevaléncia seja muito baixa nos estados produtores de carne da regido
central. Portanto, o Pais deve considerar a possibilidade da implantagdo de um sistema de
vigilancia para deteccdo e eliminacdo de focos mais eficiente que a utilizagdo em massa do

teste tuberculinico. Isso traria maior velocidade e racionalidade ao combate da doenga.

Sendo a caracterizagdo bacterioldgica do foco, a partir de abatedouro, a base do
sistema, sua sensibilidade dependera da sensibilidade dos métodos de isolamento utilizados. A
melhor forma de se detectar o M. bovis em fragmentos de tecidos ¢é através da bacteriologia
classica (WAYNE; KUBICA, 1986), ou seja, a descontaminagdo da amostra seguida da
semeadura em meios de cultura s6lidos denominados Lowenstein-Jensen ¢ Stonebrink Lesslie
para posterior incubagdo a 37°C por at¢é 60 dias (CENTRO PANAMERICANO DE
ZOONOSIS, 1973). E possivel descontaminar essas amostras, pois as micobactérias
apresentam uma parede celular bastante robusta, constituida de acidos micdlicos de cadeia
longa, com 60 a 90 atomos de carbono, que provavelmente sejam os responsaveis pela

relativa resisténcia a produtos desinfetantes e descontaminantes (MEIRELES NETO, 1982).

A descontaminacdo da amostra tem por objetivo inativar outras bactérias presentes na
amostra, pois se estiverem presentes, crescerdo mais rapidamente, esgotando os nutrientes do
meio e inviabilizando o crescimento do M. bovis. Um dos métodos de descontaminacdo mais
utilizados em medicina veterinaria ¢ o de Petroff, que utiliza NaOH a 2% com posterior
neutralizagdo com HCI a IN, sendo tradicionalmente empregado em amostras de fragmentos

de tecidos resfriados ou congelados (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1972;
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DAVID et al., 1994; ROSEMBERG, 1990). Importante considerar que a taxa de
contaminagdo da amostra pode variar de acordo com o tipo de material, forma como ele foi

coletado e tempo de transporte até o laboratorio (CORNER, 1994).

Além do método de Petroff, que utiliza o NaOH a 4%, vérias outras substincias t€ém
sido utilizadas com o mesmo proposito: acido sulfirico a 12% (ROMAN, 1990), acido
oxalico (CLAXTRON et al., 1979; JORGENSEN, 1982), cloreto de benzalconio
(ELLSWORTH et al.,, 1980), fosfato trissddico a 23% e fosfato monossddico a 20%
(CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1973), cloreto de sédio (DAVID et al.,
1994) e cloreto de hexadecilpiridinio (SMITHWICK et al. 1975; WHIPPLE; MERKAL,

1983).

Portanto, esses produtos utilizados nos procedimentos de desontaminagdo deverdo ser
pouco agressivos para as micobactérias e, a0 mesmo tempo, capazes de inativar a microbiota
acompanhante. O balanco dessas duas capacidades, aliado ao grau de contaminagdo da

amostra ¢ que sera o principal responsavel pela sensibilidade do método de isolamento.

Uma vez isolada, a micobactéria deve ser identificada. A bacteriologia classica utiliza
como parametros de identificacdo a velocidade de crescimento, a produgdo de pigmento na
presenga e auséncia de luz, o bioquimismo e a resist€ncia a drogas, o que consome
aproximadamente 4 semanas (KANTOR, 1988). Por conta desse longo tempo exigido pelos
métodos classicos, métodos moleculares tém sido investigados para essa finalidade.
Atualmente, os métodos classicos de identificagdo tém sido substituidos pelos moleculares,
com grande abreviagdo do tempo. Os métodos mais empregados sdo o PCR-PRA (TELENTI
et al., 1993), o Spoligotyping (KAMERBEEK et al. 1997) e o MIRU (GORDON et al., 1999;
SUPPLY et al., 2000;), que além de permitir a identificagdo das espécies, também resultam

em discriminagdo molecular de isolados de uma mesma espécie. Essa discriminagdo de
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isolados torna possivel a realizacdo de estudos epidemioldgicos que permitem o

aperfeicoamento dos métodos de controle e erradicagao.

Porém, essas técnicas moleculares requerem uma grande quantidade de massa bacilar.
Portanto, a manuten¢do dos isolados em laboratério e a subseqiiente obtencdo de boa

quantidade de coldnias t€ém que ser assegurada.

O isolamento do M. bovis ¢é relativamente facil, porém as amostras tendem a
multiplicar-se de maneira fastidiosa nos repiques subseqiientes, o que compromete as analises
moleculares. Na literatura existe referéncia a liofilizagdo como forma de preservar os isolados
em laboratorio (GRUFT et al.,1968), porém essa metodologia tem como limitagdo o alto custo
do liofilizador. Muitos laboratorios utilizam o congelamento como método alternativo, porém
ndo foram encontrados estudos comparando a eficiéncia de diferentes protocolos de

congelamento para preservar isolados de M. bovis em laboratodrio.

Em 2004 foi concluido o projeto: “Sistema de deteccdo de focos de tuberculose bovina
no Estado de Sao Paulo utilizando métodos moleculares e epidemioldgicos”. Nesse estudo foi
possivel verificar que existem 33 diferentes espoligotipos de M. bovis circulando na
populacdo bovina do Estado de Sao Paulo, os focos do espoligotipo SB0295 apresentaram-se
de forma agrupada nas andlises espaciais, foram geradas varias informagdes sobre a tipologia
e o manejo das unidades de criacdo de bovinos caracterizadas como focos de tuberculose e
que a atual infra-estrutura existente no Estado de Sdo Paulo foi capaz de operar um sistema de

detecgdo de focos de tuberculose bovina. (ROSALES RODRIGUEZ, 2005).

Nesse projeto as amostras foram colhidas em solucdo saturada de borato de sodio
(Na2B407.10H20) bérax, como meio conservante das lesdes, que tem a vantagem de
prescindir de resfriamento, dando um prazo de dois meses para o processamento em
laboratorio. Durante sua execu¢do, também foram constatados problemas para a obtengao de

boa quantidade de coldnias para os testes moleculares e de armazenamento dos isolados.
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2 OBJETIVOS

Haja vista o impacto que os métodos de descontaminagdo podem ter na sensibilidade
da tentativa de isolamento de M. bovis e a dificuldade de se manter isolados desse agente em

laboratorio, o presente estudo tem por objetivos:

e Comparar trés métodos de descontaminacdo em amostras suspeitas de tuberculose
provenientes de abatedouro bovino, enviadas ao laboratério submersas em solucdo

saturada de borato de sodio.

e Comparar trés protocolos de criopreservagao para isolados de Mycobacterium bovis.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 EXPERIMENTO 1: COMPARACAO DE TRES PROTOCOLOS DE
DESCONTAMINACAO

3.1.1 Delineamento Experimental

As amostras utilizadas foram 60 fragmentos de tecido com lesdes sugestivas de
tuberculose conservadas em solucdo saturada de borato de sédio. De cada lesdo, foram
pesados trés gramas, homogeneizados com 10 mL de solugdo salina 0,85%, durante 1 minuto
em Stomacher. Apos tal procedimento, aliquotas de 1,0 mL foram submetidas aos métodos de
descontaminagdo descritos abaixo. Na figura 1, podemos visualizar um esquema da

metodologia empregada, para execucdo dos protocolos de descontaminacao.

3.1.1.1 Método Basico — Petroff modificado (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS,
1979; PINHEIRO, 1992 )

A uma aliquota de 1,0 mL foi adicionado 1,0 mL de hidroxido de sédio (NaOH) a 4%
e duas gotas de vermelho de fenol como indicador, incubou-se a 37°C por 20 minutos. Apos
este periodo foi acrescentada a solugdo de acido cloridrico (HCI) a 1N até a mudanga de cor

do vermelho para tijolo e estabiliza¢do do pH entre 6,5 ¢ 7,0.
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3.1.1.2 Método Acido — Lowenstein-Jensen (ROMAN, 1990)

A uma aliquota de 1,0 mL foi adicionado 1,0 mL de solugdo de é4cido sulftrico
(H2SO4) a 12% e duas gotas de vermelho de fenol como indicador, incubou-se a 37°C por 20
minutos. Apos este periodo foi acrescentada a solugdo de hidréxido de sdédio (NaOH) a 4%

até a mudanca de cor amarela para tijolo e estabilizagdo do pH entre 6,5 ¢ 7,0.

3.1.1.3 Método HPC — Cloretro de 1-Hexadecilpiridinio (CORNER; TRAJSTAMAN, 1988)

A uma aliquota de 1,0 mL foi adicionado 1,0 mL de HPC a 1,5% (Anexo A) e

posteriormente incubou-se a 37°C, durante 20 minutos.

3.1.1.4 Controle

A uma aliquota de 1,0 mL foi adicionado 1,0 mL de solucao salina a 0,85% estéril.

Ap6s a realizagdo dos quatro protocolos acima descritos, cada uma das amostras foi
submetida & mesma seqiiéncia técnica, constituida de: centrifuga¢do a 2.500 r.p.m. por 20
minutos, desprezo do sobrenadante e ressuspensdo do sedimento com 1,0 mL de solucdo
salina a 0,85% estéril, e homogeneizagdo da suspensdo seguida de semeadura de 100 pl em

meio Stonebrink Leslie (Anexo B), em duplicata, conforme figura 1. Os tubos foram
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incubados em estufa a 37°C, horizontalmente sob um angulo de aproximadamente 30° e
mantidos com as tampas semi-abertas até a completa secagem da superficie do meio. Em
seguida foram mantidos em estufa, na posi¢ao vertical e examinados diariamente durante a
primeira semana para crescimento de contaminantes. A partir dai, foram efetuadas leituras
semanais até¢ 90 dias de incubacdo, anotando o isolamento ou ndo de BAAR e a presenga ou

auséncia de contaminagao.

3g da lesdo+10 mL de solucdo salina a 0,85%

}

Stomacher 80 (1 minuto)

1,0 mL da aliquota 1,0 mL da aliquota 1,0 mL da aliquota 1,0 mL da aliquota
+ + + +

1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
salina 0,85% NaOH a 4% H,SO4 2 12% HPC a 1,5%
(CONTROLE) + +

I! 2 gotas vermelho de fenol 2 gotas vermelho de fenol l

incubar a 37°C incubar a 37°C incubara 37°C incubar a 37°C
(20 minutos) (20 minutos) (20 minutos) (20 minutos)

HCL a IN NaOH a 4%

tijolo (pH 6,5-7,0) :@H 6,5-7,0)

centrifugar a 2.500 rpm
(20 minutos)

v

ressuspender com 1,0 mL de salina a 0,85% estéril

v

semeadura em duplicata de 100pL em meio Stonebrink Leslie

incubar a 37°C

v

leitura durante 90 dias

Figura 1 - Esquema da execucdo dos protocolos de descontaminagdo realizados em
homogeneizados de 6rgaos, visando o isolamento de Mycobacterium bovis



27

3.1.2 TRATAMENTO DOS DADOS

As comparagdes das proporgdes dos sucessos no isolamento do Mycobacterium bovis

entre os métodos descontaminantes e destes com o método controle foram feitas através do
2 r ~ . . -

teste de x°. Também foram comparadas as propor¢des de insucessos (contaminagdo),

utilizando a mesma metodologia.

3.2 EXPERIMENTO 2: COMPARACAO DE TRES PROTOCOLOS DE
CRIOPRESERVACAO

3.2.1 Delineamento Experimental

3.2.1.1 Isolados

Foram utilizados 16 isolados de Mycobacterium bovis, identificados pela técnica de
spoligotyping (HERMANS et al., 1991), provenientes do projeto ‘“Abatedouros como
instrumento de rastreabilidade de focos de tuberculose bovina no estado de Sao Paulo.

Mapeamento e epidemiologia molecular” (ROSALES RODRIGUEZ, 2005).
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3.2.1.2 Preparagao das Solugdes-mae

As colonias de cada um dos isolados foram removidas com alga bacterioldgica
umedecidas com Tween 80 e transferidas para tubo com 5,0 mL de solugdo salina. As 16
suspensdes obtidas foram utilizadas para a preparacao de 16 solu¢des-mae, correspondentes a

concentracio 10° da escala de McCFARLAND.

3.2.1.3 Meios de conservagao

Cada uma das solugdes mae foi transferida para trés diferentes meios de conservagao:
solugdo salina a 0,85% (A), 7H9 original (B), 7H9 enriquecido (C) (Anexo C), sempre na
dilui¢do 1:10. Para cada uma dessas 48 dilui¢des iniciais obtidas, foram feitas outras trés em
solucdo salina (10", 10 e 10). Todas as dilui¢des foram semeadas em placas contendo meio
de Stonebrink Leslie (100 pL/placa), em duplicata, e incubadas a 37°C. Aos 30 dias de
incubagdo foram feitas as leituras e os calculos para a obtencdo do niumero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) de M. bovis/100 YL de dilui¢do inicial. A dilui¢do escolhida
para a contagem foi sempre a maior delas na qual houve crescimento. A figura 2 mostra um

esquema desse procedimento.



(Alga bacteriologica)
l Tween 80

—
A

(5 mL de solugdo salina a 0,85%)

(Mc FARLAND 10°) Solugdo-mie
1,0 mL

A/l\(d:luigﬁo inicial)

90 mL meioA 9,0mL meioB 9,0 mL meio C

N

0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
4,5 mL solugdo salina a 0,85% idem ao A idem ao A

/

A—>p 10— 102—> 10°

100uL 100uL 100uL 100uL 100uL
Placas de Petri com Stonebrink Leslie

incubado a 37°C

contagem UFC

aos 30 dias idem idem idem

Figura 2 - Esquema descritivo da preparagédo e quantificagdo dos 16 isolados de

Mycobacterium bovis antes do congelamento
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O volume remanescente das 48 dilui¢des, correspondentes aos trés meios conservantes
testados para cada um dos 16 isolados, foi aliquotado em nove volumes para teste de trés
diferentes temperaturas de congelamento (-20°C, - 80°C e -196°C) e trés diferentes periodos
de descongelamento (45 dias, 90 dias ¢ 120 dias).

Aos 45, 90 e 120 dias de congelamento, trés aliquotas de cada isolado,
correspondentes as trés diferentes temperaturas de congelamento (-20°C, - 80°C e -196°C)
foram submetidas a quantificagdo de UFC, nos mesmos moldes descritos anteriormente

(Figura 2), acrescentando-se a 10™*. A figura 3 mostra um esquema desse procedimento.
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Meio A Meio B Meio C
(1,0 mL)
Idem ao meio A idem ao meio A
Criopreservagio
-20°C -80°C -196°C

(Idem -20°C) (Idem -20°C)

v

45 dias 90 dias 120 dias  (Tempos de congelamento)
(Idem 45 dias) (Idem 45 dias)

v
250 pL do meio A

e

(Diluigao)
2,225 mL solug@o salina a 0,85%

—

A—» 10— 102—> 10— 10*

100pL / \ 100uL/ \ 100uL/ \ 100pL / \ 100uL

v

Placas de Petri com Stonebrink Leslie

incubado a 37°C
leitura 30dias  idem idem idem idem
Figura 3 - Esquema da quantificagdo das UFC de Mycobacterium bovis apds os periodos de

congelamento
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3.2.2 TRATAMENTO DOS DADOS

Com o objetivo de se verificar qual o melhor meio de criopreservagdo, a melhor
temperatura e se o tempo de congelamento influencia na perda do isolado, foram calculados
os numeros de UFC/100uL de M. bovis antes e depois dos diferentes protocolos de
criopreservacao. Foi, entdo, calculada a propor¢do de perda de UFC/100uL através da
seguinte formula:

Proporgao de perda= UFC/100pl anies - UFC /100 gepois
UFC/100pl antes

Para cada uma das varidveis, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov, para
verificar se os dados seguiam a distribui¢do normal.

A seguir, estdo mostrados trés esquemas (Figuras 4, 5 e 6), diferenciados pelos tempos
de descongelamento (45, 90 e 120 dias), numerados de 1 a 9 para os meios de criopresevagao
(A, B e C) de acordo com as temperaturas de criopreservacdo a que foram submetidos

(-20°C, -80°C e -196°C).

<E

-196°C <

Figura 4 - Esquema correspondente ao tempo de descongelamento 45 dias, onde podem ser
observados os nove grupos resultantes das combinagdes das trés temperaturas e dos
trés meios
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<E

-196°C <

Figura 5 - Esquema correspondente ao tempo de descongelamento 90 dias, onde podem ser
observados os nove grupos resultantes das combinagdes das trés temperaturas ¢ dos
trés meios

<E

-196°C <

Figura 6 - Esquema correspondente ao tempo de descongelamento 120 dias, onde podem ser
observados os nove grupos resultantes das combinagdes das trés temperaturas e dos
trés meios



34

A estratégia de andlise para tempo, temperatura e meio foi a mesma, fixando-se duas
variaveis ¢ fazendo a comparagdo especifica entre os grupos da terceira varidvel. Por
exemplo, para 45 dias de descongelamento e -20°C de temperatura de criopreservagao, foram
comparadas as propor¢des de perda média entre os meios A, B e C (neste caso, grupos Al, Bl
e Cl). Para todas as varidveis fizemos uma analise consolidada. A andlise consolidada
consistiu no agrupamento dos dados de cada uma das categorias das variaveis para o tempo, a
temperatura ¢ o meio, visando a comparacido entre categorias. Por exemplo, na analise
consolidada para o tempo, foram agrupados e posteriormente comparados os dados obtidos
nos trés diferentes tempos de criopreservacao, 45dias (A1,B1,C1,A2,B2,C2,A3,B3,C3) versus
90dias (A4,B4,C4,A5,B5,C5,A6,B6,C6) versus 120 dias (A7,B7,C7,A8,B8,C8,A9,B9,C9).
Nesta analise, procurou-se responder se o tempo de congelamento aumenta as perdas de
U.F.C./100uL de M. bovis. De modo analogo, foram feitas analises consolidadas para as
variaveis temperatura e meio.

Foram utilizados trés esquemas para facilitar as andalises estatisticas, sendo separados
cada um deles em tempos de descongelamentos distintos e criados novos grupos (A, B e C)
numerados de 1 a 9, para efetuarmos ordenadamente as comparagdes entre os trés diferentes:
meios conservantes (A , B e C), tempos de descongelamento (45, 90 e 120 dias) e
temperaturas de congelamento (-20°C, -80°C e 196°C).

Para as analises estatisticas, utilizamos o programa InStat (GRAPHPAD
SOFTWARE, 1998) como ferramenta para comparagdo das variaveis meios, tempos,
temperaturas e seus respectivos consolidados. Comparamos colunas por colunas, através do
teste de Friedman (teste ndo-paramétrico para analise de variancia de medidas repetidas) e da
analise de variancias para medidas repetidas paramétrica, quando, respectivamente, os dados
ndo seguiam ou seguiam a distribuicdo normal. Onde houvesse diferenga significativa entre as

variaveis, eram feitas compara¢des multiplas dois a dois, através do teste de Dunn ou do teste
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de Tukey, nas andlises ndo-paramétrica e paramétrica, respectivamente. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas para um nivel descritivo p < 0,05.

Nas tabelas apresentadas na se¢do de resultados, podemos visualizar melhor os dados
das propor¢des de perdas de U.F.C/100pL de M. bovis, em fungdo de tempos de

descongelamento, meios e temperaturas.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS EXPERIMENTO 1

Os resultados obtidos dos trés diferentes protocolos de descontaminagdo estdo

organizados na tabela 1.

Tabela 1 - Resultados do isolamento de BAAR e da ocorréncia de contaminac¢do segundo os
métodos de descontaminagdo empregados e numero de repeti¢cdes. Sao Paulo, 2005
(continua)
métodos de Controle (salina 0,85%) NaOH 4% H,S0, 12% HPCa 1,5%
descontaminagio
Contaminagio Isolamento Contaminagdo Isolamento Contaminagdo Isolamento Contaminagao Isolamento
repeticoes 1:SI~M 1:SI~M 1:SI~M 1:SI~M 1:SI~M 1:SI~M 1:SI~M 1:SI~M
petig 0=NAO 0=NAO 0=NAO 0=NAO 0=NAO 0=NAO 0=NAO 0=NAO

[ I = JS QUGN NN N NP I o S QS G S NG QT
LM 0000000000000 P00 000000000O0O0O0O
= RN o PG NN, SN N © I « I, SN NN N NN NN S S o S
,. 0,000,000 22 0000000000000
0,022,020, 0000000 P00 20000
L~ 0000000000000 0000000O0O0O0O0O0O0O0OO
OO0 2 0000000000000 000O0O0O0O0O0O0O0OO
BN = I I = R G QUGN N NN« i Y G GENY L SN e N e R o N o I e W N o)

WNNNMNMNMRNRNRNMRNRN 2 2
SCOPNVNOONRDOINQCOINODTRARDNAOONDOA RN =
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Tabela 1 - Resultados do isolamento de BAAR e da ocorréncia de contaminag¢do segundo os
métodos de descontaminagdo empregados e nimero de repeticdes. Sao Paulo, 2005.
(conclusio)

métodos de Controle (salina 0,85%) NaOH 4% H,S04 12% HPC a 1,5%

descontaminagdo
Contaminagio Isolamento Contaminagio Isolamento Contaminagio Isolamento Contaminagio Isolamento
s~ 1=SIM 1=SIM 1=SIM 1=SIM 1=SIM 1=SIM 1=SIM 1=SIM
repetigoes 0-NAO 0-NAO 0-NAO 0-NAO 0=NAO 0-NAO 0=NAO 0-NAO

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

SN « YL QGO JF QI NN o JE U o J QU QNG NN NN
OO0 0000000000O0000O00O0O0O0O0O0O0OO0OOOO
OO0 0O0000O0000O0O000O0O00O0O0O0O0O0O0OOOO0O
OO0 0O0000O0000O0O0000O00O0O0O0O0O0O0OO0OO0O0O
OO0 00000000O00O0000O00O0O0O0O0O0O0O0OOOO
OO0 00000000000000O00O0O0O0O0O0O0O0OO0OOOO
OO0 00000000O0O00000O00O0O0O0O0O0O0O0OOOO
0000200000000 022200000000 =0

TOTAL 53/60 2/60 20/60 8/60 13/60 1/60 2/60 24/60

% 83,3 3,3 33,3 13,3 21,7 1,7 3,3 40,0

A analise dos resultados mostrou que o método HPC foi o que apresentou menor
proporc¢do de contaminacdo (3%), com diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo
controle (88%, p<0,001), NaOH (33%, p<0,001) e H,SO4 (21,7%, p=0,002). Em relagdo as
comparagdes das propor¢des de sucesso no isolamento, o método HPC apresentou o melhor
resultado (40%), tendo sido estatisticamente superior ao grupo controle (3%, p<0,001), NaOH

(13%, p=0,001) e H,SO4 (1,7%, p<0,001). Os graficos 1 e 2 mostram, respectivamente, as
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propor¢des de isolamento e contaminagao para os trés diferentes métodos de descontaminacao

e 0 grupo controle.

Grafico 1 -

Grafico 2 -

PROPORCAO

PROPORCAO

ISOLAMENTO

1,0

0,8

o
[}

04

0,2

0,0
CONTROLE NaOH H,S0, HPC

METODO

Proporgoes de isolamento de Mycobacterium bovis, submetidas aos trés diferentes
métodos descontaminantes e controle

CONTAMINACAO
1,0

08
06
04
0,2
0,0
Controle NaOH H,S0, HPC
METODO

Propor¢des de contaminagdo de Mycobacterium bovis, submetidas aos trés diferentes
métodos descontaminantes e controle



39

4.2 RESULTADOS EXPERIMENTO 2

Como o objetivo do estudo foi encontrar o melhor protocolo de criopreservagao, ou
seja, aquele que apresente a menor perda de UFC de M. bovis, inicialmente foram calculadas
as perdas para cada um deles e depois calculadas as propor¢des de perdas. Isso foi feito
subtraindo-se as contagens de UFC de M. bovis/100 YL das dilui¢des iniciais obtidas depois
de cada periodo de congelamento, daquelas obtidas antes do congelamento e dividindo o valor
encontrado de perda com o valor inicial, sendo obtido o valor da proporcao de perda.

Foi efetuado o célculo das perdas de UFC/100uL de M.bovis para cada um dos trés
tempos de congelamento (45, 90 e 120 dias), em cada umas das trés temperaturas de
congelamento (-20°C, -80°C e -196°C) e em cada um dos trés diferentes meios de conservagao
(A, B e C). Nas tabelas 2, 3 ¢ 4 pode-se visualizar melhor os nimeros obtidos em cada uma
destas etapas.

Tabela 2 - Proporgdo de perdas de UFC de Mycobacterium bovis/100ul depois de 45 dias de
congelamento, segundo as repeti¢des. Sdo Paulo, 2005

Meios de conservacio A B C

temperaturas (°C) -20°C -80°C -196°C -20°C -80°C -196°C -20°C -80°C -196°C

Repeticaes Grupos Al A2 A3 BI B2 B3 c1 2 c3
1 0,167 0,333 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000 0,500 0,500
2 0,106 0,007 0,035 0,186 0,080 0,053 0,030 0,015 0,030
3 0,058 0,002 0,004 0,012 0,002 0,001 0,040 0,000 0,007
4 0,000 0,200 0,000 0,133 0,017 0,117 0,013 0,043 0,043
5 0,057 0,000 0,000 0,067 0,000 0,333 0,000 0,100 *
6 0,073 0,073 0,000 0,026 0,018 0,018 0,125 0,025 0,200
7 0,061 0,001 0,007 0,034 0,001 0,002 0,012 0,008 0,020
8 0,042 0,000 0,025 0,055 0,025 0,000 0,007 0,000 0,029
9 0,091 0,004 0,021 0,008 0,041 0,081 0,050 0,025 0,050
10 0,025 0,000 0,005 0,104 0,000 0,003 0,002 0,000 0,049
11 0,323 0,023 0,000 0,208 0,004 0,000 0,003 0,001 0,028
12 0,045 0,000 0,455 0,068 0,408 0,068 0,050 0,003 0,050
13 0,140 0,000 0,100 0,050 0,500 0,005 0,003 0,067 0,333
14 0,058 0,005 0,000 0,112 0,067 0,000 0,057 0,011 0,000
15 0,050 0,100 0,050 0,049 0,244 0,098 0,094 0,012 0,024
16 0,033 0,000 0,067 0,005 0,000 0,005 0,000 0,000 0,020

* Contaminacao
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Tabela 3 - Proporgdo de perdas de UFC de Mycobacterium bovis/100ul depois de 90 dias de
congelamento, segundo as repeti¢des. Sao Paulo, 2005

Meios A B C

temperatura (°C) -20°C -80°C -196°C -20°C -80°C -196°C -20°C -80°C -196°C

Grupo

repeticdes A4 A5 A6 B4 B5 B6 c4 cs c6
1 * * * * 0,010 0,010 * 0,050 0,100
2 0025 0,018 0,018 * 0,133 0,066 * 0,106 0,350
3 * * 0,002 * * 0.002 * * 0,001
4 * 0,100 0,010 * 0,050 0,167 * 0,435 0,004
5 * 0,029 * * 0,067 0,333 * 0,010 0,020
6 * 0,584 0,730 * 0,034 0,132 0,250 0,650 0,150
7 * 0,008 0,003 0,017 * 0,005 0,015 0,020 0,040
8 * 0,050 * * 0,050 0,005 * * 0,071
9 0,070 0,027 0,152 0,101 0,122 0,061 0,009 0,125 0,025
10 0011 0,035 0,004 0,010 0,078 0,001 0,008 0,007 0,025
11 * 0335 0,087 * 0,146 0,250 * 0,040 0,093
12 * 0,009 0,018 * 0,136 0,476 * 0,075 0,025
13 * * * * 0,250 * * 0,667 *
14 0019 0,013 0,010 0,081 0,101 0,056 0,017 0,031 0,011
15 * 0,950 * * 0,488 * * 0353 *
16 * 0,433 * * 0,150 * * * *

* Contaminagdo

Tabela 4 - Proporgdo de perdas de UFC de Mycobacterium bovis/100ul depois de 120dias de
congelamento, segundo as repeti¢des. Sao Paulo, 2005

Meios A B C

temperatura

0 -20°C -80°C -196°C -20°C -80°C -196°C 220°C -80°C -196°C

Grupo

repeticdes A7 A8 A9 B7 B8 B9 c7 C8 c9
1 * * 0,017 * * 0,010 * 0,500 *
2 0001 0,007 0,004 0,027 0,013 0,013 0,000 0,030 0,015
3 0,004 * * 0,034 * 0,000 * 0,001 0,000
4 * * * 0,167 * * 0,009 * *
5 * * * 0,067 * * 0,010 * *
6 0730 * * 0,132 * 0,005 * 0,150 0,250
7 * 0,030 * * * 0,000 * 0,012 0,008
8 * * * 0,035 * * * * 0,007
9 0,003 * 0,003 * 0,006 0,122 0,299 0,274 0,005
10 * * 0,000 * * * * 0,000 *
1 0,103 * * 0,625 0,035 * * 0,001 *
12 * * 0,005 0,068 * * * * *
13 0,02 * * 0,500 * * * 0,020 0,067
14 0,144 0,001 * * 0,056 * 0,005 0,023 0,000
15 0,500 * * 0,366 0,017 * 0,016 * *
16 0,033 * * 0,050 0,015 * * 0,024 *

* Contaminacao
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A variavel tempo de congelamento foi analisada dentro dos meios de conservagao,

fixando-se a variavel temperatura (Tabela 5) e também de forma consolidada (Tabela 6 e

Grafico 3).

Tabela 5 -

Resultados da comparagao das proporgdes de perdas de UFC de M. bovis/100ul entre

os grupos para a variavel tempo de congelamento. Sdo Paulo, 2005

grupos comparados valor de p para ANOVA Comparacdes especificas
(teste de Dunn)
AlxA4xA7 P=0,527 -
B1xB4xB7 Valores insuficientes -
C1xC4xC7 P=0,833 -
A2xAS5xAS8 P=0,306 -
B2xB5xBS§ P=0,005 B5>B8 (p<0,05)
C2xC5xC8 P=0,017 C2>C5 (p<0,05)
A3xA6xA9 P=0,041 A3>A49 (p<0,05)
B3xB6xB9 P=0,183 -
C3xC6xC9 P=0,097 -

Tabela 6 - Resumo estatistico da comparagdo das propor¢des de perdas de UFC de M.
bovis/100ul para a variavel tempo de congelamento, segundo os grupos consolidados
para as varidveis meios de cultura e temperatura de congelamento. Sdo Paulo, 2005.
tempos grupos consolidados N  média da perda mediana  desvio valor de p
de UFC de padrio para
M.bovis/100ul ANOVA
45dias  A1BI1C1 A2B2C2A3B3C3 40 0,062 0,027 0,109
90 dias A4B4 C4 ASBSC5A6B6C6 40 0,103 0040 0160  P<0.05
120 A7B7C7 A8 B8 C8 A9 B9 C9 40 0,052 0,009 0,105
dias

Na tabela 5, observamos as seguintes situacoes: BS>B8 (em 90 dias houve maior

proporcao de perda média que em 120 dias), C2>C5 (em 45 dias houve maior propor¢ao de

perda média que em 90 dias) e A3>A9 (em 45 dias houve maior propor¢ao de perda média

que em 120 dias).



42

Através do teste de Friedman (Tabela 6), foi observada diferenca estatistica
significativa entre os grupos consolidados (p=0,0002), onde houve maior propor¢ao de perda
de M.bovis em 90 dias de congelamento quando comparado ao tempo de 120 dias, para um
nivel de significancia de 5%. No entanto, ndo foi observada diferenca de 90 e 120 dias de

congelamento em relagdo a 45 dias.
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Grafico 3 - Diagrama de blocos para propor¢do de perdas de UFC de M. bovis/100ul para a
variavel tempo de congelamento, segundo os grupos consolidados para as variaveis
meios de cultura e temperatura de congelamento

A varidvel temperatura de congelamento foi analisada dentro dos meios de
conservagao, fixando-se o tempo de congelamento (Tabela 7) e também de forma consolidada

(Tabela 8 e Grafico 4).
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Tabela 7 - Resultados da comparacdo das proporgdes das perdas de UFC de M. bovis/100ul entre
0s grupos para a variavel temperatura de congelamento. Sdo Paulo, 2005

grupos comparados valor de p para ANOVA comparacgoes especificas

(teste de Dunn)

AIxA2xA3 P=0,009 A1>A2 (p<0,05)

B1xB2xB3 P=0,120 -

C1xC2xC3 P=0,002 C2<C3 (p<0,05)

A4xAS5xA6 P=0,420 -

B4xB5xB6 P=0,027 B5>B6 (p<0,05)

C4xC5xC6 P=0,956 -

ATxA8xA9 Valores insuficientes -

B7xB8xB9 Valores insuficientes -

C7xC8xC9 P=0,361 -

Tabela 8 - Resumo estatistico da comparagdo das propor¢des de perdas de UFC de M.

bovis/100ul para a variavel temperatura de congelamento, segundo os grupos
consolidados para as variaveis meios de cultura e tempo de descongelamento. Sao

Paulo, 2005
T°C grupos consolidados N média daperda mediana desvio valor de
de UFC de padrio p para
M.bovis/100ul ANOVA
-20°C A1B1Cl1 A4B4C4 A7B7C7 65 0,059 0,042 0,070
-80°C  A2B2C2A5B5C5A8BSCS 65 0,069 0,017 0,134 00351
-196 °C A3B3C3 A6 B6 C6 A9 B9 C9 65 0,070 0,021 0,154

Os dados da comparacdo especifica (Tabela 7), mostraram as seguintes situagdes:
A1>A2 (em -20°C houve maior propor¢do de perda média quando comparado com -80°C);
C3>C2 (em -196°C houve maior propor¢do de perda média quando comparado com -80°C) e

B5>B6 (em -80°C houve maior proporc¢ao de perda média quando comparado com -196°C).

Através do teste de Friedman (Tabela 8), observou-se uma diferenca significativa entre
as propor¢des de perda média em fungdo da temperatura. Utilizando o teste de comparagdes
multiplas de Dunn, foi observada uma diferenga estatistica significativa entre as propor¢des

de perda média nas temperaturas de -20°C e -80°C (p<0,05).
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Grafico 4 - Diagrama de blocos da proporc¢ao de perdas de UFC de M. bovis/100ul para a variavel
temperatura de congelamento, segundo os grupos consolidados para as variaveis meios
de cultura e temperatura de congelamento

A varidvel meio de conservacdo foi analisada dentro dos tempos de descongelamento,

fixando-se a temperatura (Tabela 9) e também de forma consolidada (Tabela 10 e Grafico 5).

Tabela 9 - Resultados da comparagdo das perdas de UFC de M. bovis/100ul entre os grupos para
a variavel meio de conservagdo. Sdo Paulo, 2005
grupos comparados valor de p para ANOVA Comparacdes especificas
(teste de Dunn)
AlxB1xCl1 P=0,062 -
A2xB2xC2 P=0,569 -
A3xB3xC3 P=0,319 -
A4xB4xC4 P=0,162 -
A5xB5xC5 P=0,639 -
A6xB6xC6 P=0,790 -
AT7xB7xC7 P=0,482 -
A8xB8xC8 P=0,449 -

A9xB9xC9 P=0,469 -
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Tabela 10 - Resumo estatistico da comparagdo das perdas de UFC de M. bovis/100ul para a
variavel meio de conservagdo, segundo os grupos consolidados para as variaveis
tempo de descongelamento e temperatura de congelamento. Sao Paulo, 2005

Meio grupos consolidados N média da perda mediana desvio  valor de p
de UFC de padrio para
M.bovis/100ul ANOVA
A Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 77 0,085 0,021 0,170
B B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 77 0,087 0,053 0,117 P=0,1289
C CI1C2C3C4C5C6CT7C8CI 77 0,082 0,025 0,167

Nas comparacdes especificas (Tabela 9), também ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas. Através do teste de Friedman para os grupos consolidados
(Tabela 10), observou-se que ndo houve diferenca significativa entre as os meios A, B e C
(p>0,05)

No entanto, ao se fazer a comparacdes especificas entre os grupos Al, Bl e ClI
(Gréafico 6) através da andlise de variancia paramétrica, uma vez que estes conjuntos de dados
apresentavam distribui¢do Normal, verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov, foi
observada uma diferenga significativa (p=0,044) entre os meios A e C, para 45 dias de

descongelamento e -20°C de temperatura de criopreservagao.
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Grafico 5 - Grafico de blocos das proporgdes das perdas de UFC de M. bovis/100ul para a

variavel meio de conservagdo, segundo os grupos consolidados para as variaveis meios
de cultura e temperatura de congelamento
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Grafico 6 - Grafico de blocos das propor¢des das perdas de UFC de M. bovis/100ul para a
variavel meio de conservagdo, segundo os grupos A1XB1XCl1
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5 DISCUSSAO

5.1 DISCUSSAO EXPERIMENTO 1

Os resultados da tabela 1, onde sdo apresentados os dados brutos, indicaram que a
propor¢do mais elevada de isolamento (40,0%) e também a proporcdo mais baixa de
contaminagdo (3,3%) foram observadas para o método HPC. Para as proporgdes de
contaminagdo houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle (88%,
p<0,001), NaOH (33%, p<0,001) e H,SO4 (21,7%, p=0,002). Para a propor¢ao de sucessos no
isolamento houve diferenga estatistica significativa em relacdo ao grupo controle (3%,
p<0,001), NaOH (13%, p=0,001) e H,SO4 (1,7%, p<0,001). Portanto, este foi o método mais
adequado para a recuperagdo do Mycobacterium bovis presente nos homogeneizados de
orgaos examinados - conservados em solucao saturada de borato de sddio por no maximo dois
meses e posteriormente homogeneizados e congelados a -20°C.

Resultados semelhantes forma verificados por Corner et al. (1995), que avaliaram a
acdo de quatro descontaminantes, em diferentes concentragdes, para isolamento de M. bovis
em tecido bovino artificialmente contaminado com a estirpe ANS. As concentragdes de
descontaminantes que se mostraram mais eficicazes foram: cloreto de hexadecetilpiridinio a
0,75% (HPC), acido oxalico a 5% (AO), cloreto de benzalconio a 0,25% (BC) e hidroxido de
sodio a 2% (NaOH). O método HPC 0,75% apresentou menor efeito toxico sobre o M. bovis,
enquanto que o hidroxido de sddio 2% foi o que se mostrou mais toxico.

Holanda et al. (2002) testaram quatro diferentes descontaminantes e, além das
capacidades de descontaminacdo, também estudou seus efeitos toxicos sobre o M. bovis.

Empregou como modelo homogeneizados de linfonodos bovinos artificialmente
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contaminados com a amostra AN5. Os descontaminates foram cloreto de cetilpiridinio a
0,75% (CPC), cloreto de benzalconio a 0,25%, (BC), acido oxalico a 5% (AO) e acido
sulfurico a 6% (H,SO4). O H,SO4 a 6%. e o CPC a 0,75% foram os descontaminantes que
proporcionaram os melhores resultados, pois apresentaram a menor toxicidade para M. bovis.
Cloreto de 1- Hexadecilpiridinio (HPC) ¢ sinénimo de Cloreto de Cetilpiridinio (CPC) e tem
sido utilizado com maior freqiiéncia na descontaminacdo de tecidos e fezes visando o
isolamento de M. paratuberculosis (CORNER; TRAJSTMAN, 1988).

Corner e Trajstman (1988) ao estudarem o isolamento primdrio de M. bovis de lesdes
bovinas, constataram que o HPC 0,75% foi tdo eficiente quanto o NaOH 2% no controle do
crescimento de contaminates. A vantagem do HPC 0,75% sobre o NaOH ¢ o processamento
mais rapido, pois 0 HPC nao necessita da fase de neutralizacdo, sendo, talvez por isso, menos
toxico ao M. bovis. Assim, aumenta a velocidade no isolamento e propicia o precoce
aparecimento das coldnias. No presente estudo, durante as leituras dos tubos verificou-se que
as colonias apareceram mais precocemente e cresceram de forma mais abundante nas
amostras descontaminadas pelo HPC. Deve-se salientar que no presente estudo essas variaveis
nao foram mensuradas, o que seria interessante fazer em futuros estudos sobre o tema.

Smithwick et al. (1975), utilizando o CPC a 1% e o Cloreto de Sodio a 2% (NaCl)
para descontaminagdo de esputo a ser transportado ao laboratorio para isolamento de
Mycobacterium tuberculosis, demonstraram que a associacdo de ambos descontaminantes
pode ser considerada como uma alternativa eficiente para isolamento de M. tuberculosis,

podendo ser transportados por mais de 24 horas sem que haja reducdo bacilar.

Robbecke et al. (1991) compararam métodos de descontaminagdo para o isolamento de
micobactéria a partir de amostras de agua para consumo humano, utilizando o CPC de 0,001 a
0,005%, o NaOH de 0,5 a 1,0% e o formoldeido de 0,1 a 1,0% (HCHO). Amostras de agua

foram artificialmente contaminadas com nove espécies de micobactérias, dentre elas M.
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chelonae e M. fortuitum, e quatro espécies de outras bactérias de crescimento mais rapido
(Pseudomonas aeruginosa, P. cepacia, Acinetobacter calcoaceticus). Verificaram que nas
amostras descontaminadas pelo CPC houve a maior propor¢do de isolamentos (64%) e a
menor propor¢ao de contaminacao (11%). Esses resultados confirmaram os relatados por Du
Moulin (1978), que recomendou a utilizagdo do CPC para os métodos de isolamento de
micobactérias a partir de amostras de agua.

Portanto, esses dados indicam que os laboratorios que trabalham com isolamento de
M. bovis a partir de homogeneizados de 6rgaos bovinos devem considerar a substitui¢do do

método utilizado pelo HPC.

5.2 DISCUSSAO EXPERIMENTO 2

Embora o congelamento de isolados de micobactérias seja uma pratica comum
empregada pelos laboratérios visando sua preservagdo por longos periodos de tempo, ndo
foram encontradas publicagdes que comparassem diferentes métodos de criopreservagao. Por
outro lado, em relacdo a liofilizacdo, outro método utilizado para esse mesmo proposito,
existem alguns estudos. Slosarek et al. (1976), analisaram 179 estirpes de 10 espécies de
micobactéria, 25 anos apds a liofilizagdo, em diferentes meios. Verificaram 100% de
recuperacao de UFC para M. avium, M. phlei, M. aquae, M. microti. As taxas mais baixas
foram verificadas para M. kasassi, M. tuberculosis ¢ M. bovis, sendo que a pior delas foi
observada para M. bovis. Entre os meios de suspensdo, o sangue desfibrinado de carneiros
com lactose e gelatina e a solu¢do de glutamato de sodio a 1% provaram ser os mais
apropriados. Segundo Gruft et al. (1968), a liofilizagdo ¢ um dos métodos mais comuns de

preservar culturas bacterianas, mas quando esta pratica ¢ ineficaz para o armazenamento de
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micobactérias, uma outra técnica a ser investigada, considerando que o processo de secagem
seja prejudicial as culturas, € o congelamento a -20°C em suspensoes de leite.

A grande desvantagem da liofilizacdo ¢ o custo do liofilizador. Portanto, o
congelamento apresenta-se como alternativa viavel, pois o processo pode ser reproduzido em

laboratdrios com os mais diversos niveis de sofisticagao.

5.2.1 Tempo

Para a variavel “tempo”, na andlise dos dados consolidados (Tabela 6 e Grafico 3),
houve maior proporg¢do de perda de M. bovis em 90 dias de congelamento quando comparado
ao tempo de 120 dias. No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica de 90 e 120 dias de
congelamento em relagdo a 45 dias.

Quando essa mesma variavel foi analisada dentro dos meios de conservagao, fixando-
se a variavel temperatura (Tabela 5), foram observadas diferencas estatisticas em trés casos:
entre os grupos B5 e B8, indicando que a propor¢ao de perda média em 90 dias foi superior a
perda em 120 dias; entre os grupos C2 e C5, indicando uma propor¢ao de perda média em 45
dias superior a observada em 90 dias; e entre os grupos A3 ¢ A9, indicando uma propor¢ao de
perda em 45 dias superior a observada em 120 dias.

Uma primeira analise desses resultados leva a conclusdo de que, paradoxalmente, ha
uma tendéncia de diminuicdo das perdas de UFC conforme se amplia o tempo de
congelamento dos isolados (em especial, para o tempo de observagdo de 120 dias), o que seria
um resultado inesperado, pois nessas temperaturas ndo hd multiplicagdo de bactérias.
Analisando o Grafico 3, é importante verificar que as perdas proporcionais de UFC para as

trés temperaturas foram extremamente baixas, com mediana de 2,7% para o tempo de 45 dias
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de congelamento, 4,0% para 90 dias e 0,9% para 120 dias, com a observacao de alguns dados
discrepantes (outliers). Portanto, ¢ razoavel admitir que nesses tempos de congelamento
testados, bastante curtos, as propor¢des de perdas de UFC de M. bovis para os protocolos
estudados sejam semelhantes. E também interessante ressaltar que, nos tempos de 90 ¢ 120
dias, foram observadas as maiores propor¢des de contaminagdo, levando a perdas amostrais
que podem ter influenciado a presente comparagdo, sobretudo no que se refere a estes dois
tempos de observagdo. Ensaios com tempos de congelamento mais dilatados, com a ordem de

grandeza de anos, poderdo produzir resultados diferentes.

5.2.2 Temperatura

Para a variavel “temperatura”, na analise dos dados consolidados (Tabela 8), foi
observada uma diferenca significativa entre as temperaturas -20 °C e -80 °C (p<0,05), com
uma propor¢ao de perda maior para -20°C.

A mesma variavel, quando analisada dentro dos meios de conservagado, fixando-se o
tempo de descongelamento, mostraram as seguintes situacdes: A1>A2 (em -20°C houve
maior propor¢do de perda média quando comparado com -80°C); C3>C2 (em -196°C houve
maior propor¢do de perda média quando comparado com -80°C) e B5>B6 (em -80°C houve
maior propor¢ao de perda média quando comparado com -196°C).

Um detalhe que chama a atengdo ¢ o fato das medianas para os trés grupos
consolidados (Tabela 8) estarem abaixo de 4,2% de perda.

Portanto, embora tenha havido diferenca em algumas situagdes, o fato das medianas
dessas perdas nunca terem superado 4,2%, permitem afirmar qualquer das temperaturas
ensaiadas prestam-se para a preservacdo de M. bovis. Entretanto, preservar os isolados a

-20°C ¢ mais pratico e econdOmico, pois essa temperatura ¢ atingida por freezers
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convencionais, equipamento disponivel na maioria dos laboratérios que trabalham com
bacteriologia.

Adicionalmente, observando o grafico 4, nota-se que hd uma concentragdo de valores
abaixo da mediana (portanto, 50% dos dados) para -20°C, -80°C e -196°C, e uma série de
valores discrepantes (outliers), sobretudo nas temperaturas de -80°C e -196°C. Isto faz com
que os valores das perdas médias para as temperaturas de -80°C e -196°C sejam superiores ao

valor observado para a temperatura de -20°C.

5.2.3 Meio

Para a variavel “meio”, na analise dos dados consolidados (Tabela 10), observou-se
que nao houve diferenga significativa entre as os meios A, B ¢ C (p>0,05). Essa mesma
variavel, comparada dentro dos tempos de descongelamento, fixando-se a temperatura
(Tabela 9), também ndo mostrou diferencas estatisticas significativas entre os meios.

No entanto, ao se fazer comparagdes especificas entre os grupos Al, Bl e CI1 através
da analise de variancia paramétrica, foi observada uma diferenca significativa (p=0,044) entre
os meios A e C, para 45 dias de descongelamento e -20°C de temperatura de criopreservacao.
Assim, nesta analise em particular, o meio C foi o mais adequado, com a menor propor¢do de
perda.

Seria de grande valia a realizacdo de outros estudos utilizando o meio de conservagao
C, notadamente para avaliar sua performance por longos periodos de congelamento. Além
disso, por ser um meio enriquecido, poderia ser verificada sua capacidade de ampliagdo do

in6culo antes do congelamento.
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6 CONCLUSOES

Experimentol:
e O método HPC foi o que apresentou menor propor¢do de contaminacdo (3%), com
diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo controle (88%, p<0,001), NaOH

(33%, p<0,001) e H,SO4 (21,7%, p=0,002).

e O método HPC foi o que apresentou a maior propor¢do de sucesso no isolamento
(40%), tendo sido estatisticamente superior ao grupo controle (3%, p<0,001), NaOH

(13%, p=0,001) e H,S04 (1,7%, p<0,001).

Experimento 2:
e As medianas das propor¢des de perdas de UFC de M. bovis para os tempos de

congelamento de 45, 90 e 120 dias foram respectivamente 2,7%, 4,0% ¢ 0,9%.

e As medianas das propor¢des de perdas de UFC de M. bovis para as temperaturas de

armazenamento de -20°C, -80°C e -196°C foram sempre inferiores a 4,2%.

e As medianas das propor¢des de perdas de UFC de M. bovis para os meios de

criopreservacao de A, B e C foram respectivamente 2,1%, 5,3% e 2,5%.

e Os valores dos percentuais de perdas de UFC permitem sugerir que o protocolo mais
adequado de criopreservacdo de isolados de M. bovis ¢ solubilizd-los em 7H9
modificado e manté-los a temperatura de -20°C independentemente dos tempos de

congelamento do estudo.
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ANEXO A

Preparo dos Meios Descontaminantes:

1-) Preparo do Método de Petroff modificado

200 mL de NaOH a 4%

200 mL de agua destilada

Ferver com o auxilio de um béquer a agua destilada

Adicionar 8 g de NaOH, cuidado com o vapor!

2-) Preparo do método acido
200 mL de H2S0O4 a 1,5%
176 mL de agua deslilada
24 mL de H2SO4

OBS.: Sempre adicionar o 4cido a dgua destilada, nunca ao inverso.

3-) Preparo do método HPC
200mL de HPC a 1,5%
200 mL de agua destilada

3g de HPC (trabalhar na capela de exaustdo)

4-) Preparo de 200 mL de HCL a IN
200 mL de agua destilada
18,34 mL de HCL

OBS.: Sempre adicionar o 4cido a dgua destilada, nunca ao inverso.
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ANEXO B

1) Preparo do Meio Stonebrink Lesslie

3,5 g de Fosfato monopotassico (KH2PO4);

2,0 g de Fosfato dissddico (Na2HPO42H20);

6,25 g de Piruvato de sédio (Acido piravico);

500 mL de Agua destilada;

Colocar o ima ao fundo do elemayer e autoclavar a 110°C, durante 15 minutos;
20 mL de verde malaquita a 2%;

Suspensao de 20 ovos inteiros +/- 1.000 mL;

Distribuir 25 mL em placas de Petri estéreis descartaveis;

Levar a coaguladora, atingindo 80°C deixar por 1 hora e meia.
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ANEXO C

Preparo dos meios criopreservantes:

1) 7H9 ORIGINAL (Middle broak) para 200mL

1,04g de 7HY;

200mL de agua destilada;

0,45mL de glicerol;

Dissolver e esterilizar em autoclave a 121-124°C por 10 minutos;

Apos ser submetido a autoclave adicionar 20mL de OADC.

2) 7TH9 MODIFICADO para 200mL

1,0g de 7H9;
0,8g de piruvato;
200mL de agua destilada MILIQ;
Dissolver e esterilizar em autoclave a 121-124°C por 10 minutos;

Ap6s ser submetido a autoclave adicionar 22mL de OADC.
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