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RESUMO

Com o objetivo de determinar a importancia do

Oesophagostomum radiatum no carreamento de micobacterias atipi

cas do meio ambiente para O organismo animal a ponto de sensi-
biliza-lo, foi realizada esta pesquisa que pode ser subdividi-
da em duas etapas. Na primeira, trabalhou-se com materiais da
mucosa enterica de bovinos de descarte, provenientes de regioes
dos Estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, comprovadamente
com problemas de reacdes inespecificas da prova tuberculinica.
De 800 materiais trabalhados, isolaram-se 42 culturas de mico-
bactérias, 30 (71,4%) proveniente da area do intestino, englo-
bando um nodulo e 12 (28,6%) de area que serviu como controle,
aparentemente sem lesao. Na segunda etapa desta pesquisa procu

rou-se comprovar o papel do Oesophagostomum radiatum como vel-

culador de micobactérias atipicas em bovinos. Foram criadas ar

tificialmente larvas do Oesophagostomum radiatum em amblente con

taminado e sem contaminacao de micobacteérias. Nesta etapa fo-
ram utilizados trés grupos de bezerros com cinco animais por
grupo. Ao grupo 1, administraram-se, por via oral, a cada ani-

mal 10.000 larvas de Oesophagostomum radiatum, criadas em am-

biente contaminado com micobactérias. Ao grupo II, tambem fo-
ram administradas a cada animal 10.000 larvas criadas em ambien
te sem contaminacdo de micobactérias. Ao grupo III, que ficou

como controle, nao se administraram larvas de Oesophagostomunm

radiatum. Esses animais foram tuberculinizados em duas ocasioes,
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ap6s 33 e 93 dias apos o inicio do experimento. Nas condigoes em
que foi conduzida esta pesquisa nao foi notado nmenhuma reacao

alérgica que pudesse ser atribuida d micobacterias atipicas.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas deécadas cresceu muito o interesse pelo
estudo das micobactérias, conhecidas genericamente como "atipi
cas', isto €, as micobactérias facultativamente patogénicas.

0 contacto dessas micobacterias atipicas com o ho
mem € 0s animais estabelece-se em diversas circunstancias, possi
velmente em maior freqllencia através da dgua e dos alimentos |,
havendo ainda a possibilidade que isso ocorra através de aeros
s0is LANGENEGGER & LANGENEGGER, 1976). O mecanismo pelo qual
essas micobactérias penetram no organismo para sensibilizi-lo,
provocando uma resposta alérgica, € pouco conhecido. HUBBERT
et alil (1974) acreditam que traumas por insetos ou penetracio
de parasitos na pele ou na mucosa entérica podem constituir-se
em porta de penetracao das micobacterias ditas "atipicas'. Nes
te sentido, HEJJ et alii (1969) puderam demonstrar experimen-
talmente que a alta incidencia de reac¢des alérgicas inespecifi
cas no diagndstico alérgico da tuberculose bovina esta relacio
nada com a fascioclose de uma regido. A infestacao por Fasciola
hepatica torna-se um fator circunstancial, pois as larvas des-
se parasita desenvolvem-se em locais umidos onde também vivem
micobactérias "atipicas'. Nesse ambiente as micobactérias e
as cercarias podem ser ingeridas com a dgua e o alimento. No
intestino delgado, com a migracgao das cercarias da Fasciola
hepatica atraves da parede intestinal, peritdnio e pelo paren

quima hepatico, sao carreadas as micobacterias que se implantam




ao longo do seu trajeto migratorio, transformando-o em porta
de entrada da infeccao. A presenga e a colonizacao de micobac-
térias "atlIpicas" nesse trajeto produzem a sensibilizacdo alér
gica contra essas micobacterias. Essa sensibilizagdo, por sua
vez, se manifesta como reacao inespecifica na tuberculinizacao
no diagnostico da tuberculose.

Partindo da observacao que 9,7% dos bovinos nas ba
cias leiteiras do Rio de Janeiro, Sao Paulo e Minas Gerais a-
presentaram reacoes inespecificas no diagnostico da tuberculo-
se, com aumentos na dobra da pele no local da inoculacao iguais
ou superiores a 3 mm (LANGENEGGER et alii, 1981) e supondo que

as larvas de Oesophagostomum radiatum pudessem, a semelhanca

das cercarias da Fasciola hepatica, veicular micobactérias a-

través da mucosa e formando ndédulos, principalmente na porcido
final do intestino delgado, para ali se desenvolverem a ponto
de causarem sensibilizacoes alérgicas, desenvolveu-se o presen

te trabalho experimental para esclarecer esta hipotese.




2. EVOLUCAO DOS ESTUDOS SOBRE MICOBACTERIAS
2.1. Particularidades do géenero mycobaterium

A alcool-acido-resisténcia e a propriedade mais im

portante dos microrganismos pertencentes ao género Mycobacterium

na sua diferenciacao dos demais generos. No entanto, muitas ca
racteristicas, inclusive a propriedade tintorial, se suporpoem

nos generos Mycobacterium e Nocardia, tornam dificil, em al-

guns casos, a diferenciacao entre os mesmos. Embora a moff010~
gia das micobacteérias seja bastante semelhante, algumas proprie
dades, tais como a cromogenicidade e o tempo de crescimento,di
ferenciam em grupos distintos (ANDRADE, 1970).

Com respeito as necessidades nutricionais, usam-se
meios a base de gema de ovo que sao ricos em lipidios, pelos
quals as micobacterias tem especial preferéncia. Dentre esses,
o meio de Lbwenstein-Jensen € universalmente usado para isola-
mento e posterior manutencao das micobactérias. Esse meio tem
em sua composicdo, além de ovo como fonte de nitrogénio, glice
rina como fonte de carbono, sais minerals e verde malaquita co
mo inibidor de crescimento de germes contaminantes. A gliceri-
na, usada na concentacao de 2 a 5%, favorece o crescimento das
micobactérias, excecao feita ao Mycobacterium bovis, ao qual s}
ferece sério obstdculo (ANDRADE, 1970),

As micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae,

géenero Mycobacterium. Sdo bacilos curtos aercbicos, imdveis, nio




esporulados, nao capsulados, nao flagelados, sendo a alcool-a-
acido-tesisténcia a sua propriedade mais caracteristica. 0 gé
nero inclui, além dos germes patogénicos, parasitas saprofitas
e formas intermediarias. A maior parte das espécies que o cons
tituem podem cultivar-se in vitro, sendo uma excecao notav..’

Mycobacterium leprae. O nucleo das micobactérias consiste em

filamentos de ADN, sendo que a célula se acha rodeada de uma
parede rigida composta por dois polietros unidos entre si, um
micolato de arabinogalactano e um peptidoglicano. Sobre essa es
trutura se articulam proteinas e lipoproteinas complexas. &
peso seco das micobactérias esta constituido por 20 a 40% de

lipidios, provenientes de sua parede (CEPANZO, 1979).
2.2. Patogenicidade das micobacteérias

Na medicina veterinaria, o M. bovis, agente etiolo
gico da tuberculose bovina, tem um amplo espectro de patogeni-
cidade para varias especies domésticas e silvestres, constituin-
do-se a principal causa da tuberculose animal.

A infecgao pelo M. tuberculosis tambem evolui para

a tuberculose em algumas espécies animais, destacando-se 0S
primatas mantidos em cativeiro, o caoc e o gato amigos do ho-
mem, o sulno alimentado com Testos de comida e curiosamente o
papagaio (MANNINGER & MOCSY, 1973; GILLESPIE & TIMONEY). Em re

lacao ao bovino, a infec¢ao pelo M. tuberculosis causa apenas

sensibilizacao alérgica passageira, que desaparece dentro de
seis a olto meses quando afastada a fonte de contagio (KARLSON ,
1962; RUSHFORD, 1966; ANERIK, 1974).

O M..avium, que para as aves e altamente patogéni-
co e causa o quadro morbido caracteristico da tuberculose avia
ria, deve ser considerado como um dos microrganismos Tesponsa-
veis pela micobacteriose do bovino. A infecgao pelo M. avium
raramente causa lesoes tuberculdides na especie bovina; no en-
tanto, produz sensibilizacbes alérgicas inespecificas que 1in-

terferem no diagnéstico da tuberculose bovina (KARLSON, 1962;




BOUGHTON, 1969).

O M. intracellulare, gue faz parte do complexo MAIS

(M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum) por seu paren-

tesco imunologico, € o agente etioldgico da linfadenite tuber-

culoide do suino, descrita por BAUMANN et alii (1955a, b c

2 >

1956), com o nome de M. suis. Essa micobactéria, que vive sa-

profiticamente em material organico, de preferéncia quando o-
riundo de fezes e urina de animais e, como tal, se encontra am
plamente disseminada na natureza, pode infectar o bovino e pro
vocar uma reacao alérgica inespecifica (ROSSI, 1974 ; LANGENEGGER
et alii, 1976; CORNER & CATHERINE, 1978b; KETTERER et alii 1981).

O M. paratuberculosis, agente etiolGgico da paratu

berculose dos bovinos, ovinos e caprines, provoca reacoes cru
zadas inespecificas no teste da tuberculinizacdo com tuberculi
na bovina, dificultando o diagnostico da tuberculose (KLEEBER,
1960; WORTHINGTON & KLEEBERG, 1965; LANGENEGGER & LANGENEGGER
1976; PORTUGAL et alii, 1979).

Da mesma forma, a dermatite nodular infecciosa
(tuberculous skin lesion), causada por uma micobactéria ainda
descoﬁhecida, por nao ter sido pessivel cultiva-la, também oca
siona falsas reagOes alérgicas que facilmente confundem o diag
nostico da tuberculose, provocando reacdes paralérgicas, ora
mais acentuadas para a tuberculina bovina, ora para a aviaria
em testes comparativos (TRAUM, 1916, 1919; ROBERTSON & HOLE,
1937; HOLE & HULSE, 193S; YACHIDA et alii, 1973; SHIMUZU &
TSUKAMURA, 1974).

Ainda outras micobactérias encontradas na nature-
za, além das citadas acima e que normalmente nao causam gua-
d ros mdorbidos no homem e nos animais, também sao apontadas co-
mo provaveis responsaveis por sensibilizacGes alérgicas que pro
vocam reacgoes cruzadas com a tuberculina bovina e aviaria, nor
malmente utilizadas no diagnostico alergico da tuberculose (TUFFLEY
et alii, 1973; PRITCHARD et alii, 1974; CATHERINE et alii, 1977,
KETTERER et alii, 1981).

2.3. Importancia das micobactérias atipicas na medicina veteri

naria
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Na medicina veterinaria, alem dos aspectos de sal-
de piblica e da acdo patogénica sobre o organismo animal, as
micobactérias atipicas assumem interesse especial, pois infec-
¢oes por varias especies principalmente as do complexo MAIS, po
dem sensibilizar bovinos e mascarar ou dificultar o diagnosti-
co alérgico da tuberculose, desacreditando rebanhos 1i . __.

Os seguintes pontos sido de importancia epidemiolo-
gica para SCHLIESSER (1970) nas micobactérias atipicas:

a) as lesoes se confundem com as da tuberculose em
matadouros, podendo originar descartes desneces
sarios;

b) a vigilancia sanitaria de rebanhos livres ¢ di-
ficultada porque infecg¢bes por micobactérias a-
tipicas originam, de maneira geral, sensibiliza
coes inespecificas;

c) a infecg¢do por micobactérias atipicas nao corre
tamente diagnosticada leva a condenacac de re-
banhos livres de tuberculose.

THOEN et alii (1972) revelaram que, nos Estados U-

nidos, em 1971, de acordo com o "Meat and Poultry Inspection Program’,
mais de 700.000 carcacas de suinos foram condenadas por tuber-

culose, sendo a maioria devido ao complexo Mycobacterium avium-

-intracellulare-scrofulaceun.

THOEN et alii (1976) relatam gque, de acordo com a
inspecao federal de carne dos Estados Unidos, a carcaga de sul
no com lesao tuberculdide em dois ou mais pontos primarios de-
vera ser cozida a 76,60C por 30 minutos, o que diminul o valor
da carcaca e limita o uso para enlatado ou outro produto pro-
cessado. A carcaga que passa por cozimento perde aproximadamen

te 2/3 do valor original da carne.

THOEN et alii (1979) esclarecem que o Mycobacterium
avium sorotipo 4, tem sido isolado de suinos origindrios de di
ferentes areas geogréficés dos Estados Unidos. Tambem revelam
que em grandes rebanhos confinados pode-se encontrar de 5 a

30% dos suinos com lesao tuberculoide, no matadouro.




As reacoes paralérgicas causadas pela sensibiliza
cao do organismo por varias micobactérias e em diferentes cir-
cunstancias, constitui problema na interpretacao do diagndsti-
co alérgico da tuberculose, tanto na espécie humana como na a
nimal. Nos paises que tiveram alta prevaléncia da tuberculese bo
vina, esse problema se faz sentir mais intimamente na fase fi-
nal da erradicacao da doenga. Nos paises com baixa preva: acia
de tuberculose, o problema dos falsos positivos interfere acen
tuadamente (LANGENEGGER et alii, 1981).

KANTCOR et alii (1981) descrevem 0S Cas0s proveca-
dos por micobacterias do complexo MAIS em bovinos na Argentina
como indistinguiveis macro e microscopicamente das lesdes tu-
berculosas e s0 & possivel diferenciar suas origens pelo estu-
do bacteriologico. Por esse motivo hi um considerivel erro por
excesso de descarte em matadouros.

EVERITT et alii (1982) consideram a infeccao mico-
bacterial em sulneos, nos Estados Unidos, um entrave significan

te em determinadas areas, sendo o mais importante o Mycobacterium

avium sorotipos 1 e 2.
2.4. Importancia das micobacterioses no homem

Na medicina humana, as infeccoes causadas por mico

bacterias "atipicas" foram denominadas micobacterioses, para
diferencia-las da tuberculose causada pelo M. tuberculosis e
M. bovis.

MAGALHAES (1966) considera as micobacterias atipi-
cas um grupo heterogénio de bactérias adlcool-acido-resisten -
tes, potenclalmente capazes de produzir no homem pneumopatias
semelhantes a tuberculose, além de sensibilizar os individuos
infectados a tuberculina.

Ne passado, as micobactérias que nao produziam in-
feccoes em cobaias eram sempre consideradas saprofitas. No en-
tanto, recentemente HAAS et alii (1968) relatam que as amos-

tras das chamadas micobactérias atipicas, que nao eram patogée-




nicas para cobaias, tem sido f{regllentemente descritas como cau
sas de doencas semeihantes a tuberculose no homem.

REZNIKOV (1970} mostra que as micobacterias atipi-
cas causam doencgas pulmonares no homem, as quais sao radiolo-
gica e histologicamente indistinguiveis da tuberculose.

Com relacdo ao homem, ANDRADE (1970) divide as mi-
cobactérias em dois tipos: as que sdo responsavels pela tul...
culose; M. tuberculosis e M. bovis e as micobactérias naoc tu-
berculosas ou atipicas. Dentre estas encontram-se as que S$do

responsaveis por afeccoes viscerais ou ganglionares, como M.

kansassi, M. intracellulare, M. fortuitum , M. xenopi, M. avium

e M. scrofulaceum; as responsaveis por ulceracoes cutaneas M.

marinum e M. ulcerans e as praticamente nao patogenicas M. aquae

e M. terrae.

ANDRADE & SANTIAGO (1971) consideram as micobacté-
rias atipicas um grupo importante na patologia humana, espe-
cialmente em pneumologia e dermatologia, sendo que as enfermi-
dades nao se diferem no seu curso e nos aspectos anatomo-pato-
10gicos da forma tipica de tuberculose pulmonar ou extrapulmo-
nar. Os sinais clinicos e radiclogicos nao tem qualquer especi
ficidade e nao permitem suspeitas do carater atipico do agente
causal.

Do ponto de vista terapeutico, KUBALA (1972) divi-
de as infeccoes por micobactérias atipicas no grupo gue prove-
ca linfadenite em criancgas, independente do tipo de infeccao
bacteriana, com bom prognostico e no grupo das micobacterioses
pulmonares em adultos, sempre um dificil problema terapcutico.

RUNYON (1974) admite que, excluidos o M. tuberculesis

e o M. bovis, na atualidade existem dez espécies de micobacte-
rias patogenas para o homem, M. leprae, M. ulcerans, M. Xansassi,
M. marinum, M. simiae, M. szulgai, M. avium, complexo Mycebacterium

scrofulaceum, M. xenopi, complexo Mycobacterium fortuitum. Ou-

tras espécies descritas na literatura ndo tém importancia cli-
nica. Todas essas micobactérias sao potencialmente patogenicas
dependendo da susceptibilidade do hospedeiro. No entanto, as

quatro primeiras espécies relacionadas, se encontradas em tecl




dos doentes, sao quase que invariavelmente os agentes da dceen-
ca. As outras ocorrem mais comumente como contaminantes ou co-
ensals.

FONSECA (1976) considera como patogénicas para o)

homem o M. kansassi, M. marinum e M. simiae no grupo I, M.

scrofulaceum e M. szulgai no grupo II, M. avium, M. intracellulare

e M. xenopi no grupo III, M. fortuitum e M. chelonei no grupo
iv.
FLEISCHMAN et alii (1982) relata gue entre as mico

bactérias do grupo III, principalmente M. intracellulare, tem

sido descrita como causa de doenca cronica pulmonar. No entan-
tc, a doenca nao aparece como sendo altamente contagiosa, nio
acometendo, de maneira geral, mais do que um membro da familia.
Nos ultimos tempos essa micobacteriose tem se tornado 1mportan
te em alguns pailses.

Ainda FLEISCHMAN et alii (1982) observaram que, nas

Gltimas décadas, o nimero de isolamentos do M. intracellulare so-

rotipo 10 quadriplicou em pacientes humanos de Massachusetts .
Também .esse microrganismo tem sido isolado da dgua de torneira
dos hospitais de Boston.

EVERITT et alii (1982) classificam como dramatico
o numero de pacientes infectados com microrganismos do comple-
X0 aviario em certas regioces dos Estados Unidos, sendo maior na

zona rural do que em areas urbanas.
2.5. Caracteristicas das micobactérias atipicas

RUNYON (1959) propos uma divisdo das micobactérias
baseando-se no tempo de crescimento e na cromogenicidade. FEssa
classificacao consta de quatro grupos e ndo inclui as espécies

tipicas e as nao ou dificilmente cultivaveis, M. tuberculosis e

M. bovis, M. leprae, M. lenraemurium, M. microti, M. paratuberculosis.

Grupo I - Agrupam-se as micobactérias fotocrombge-
nas. Essas micobactérias tém um crescimento lento e apresentan

colonias nao pigmentadas na obscuridade. Os cultivos jovens ad




quirem cor amarelada ao serem expostos a luz.

Grupo II - micobactérias dencominadas escotocromoge
nas tém um crescimento lento, colonias pigmentadas amarelas ou
alaranjadas, mesmo na obscuridade.

Grupo III - neste grupo estao as micobactérias de
crescimento lento, nao cromégenas. Fm alguns casos de cultivoes
velhos adquirem cor amarelada.

Grupo IV - aqui estdo agrupadas, as micobactérias
de crescimento rapido, menos de uma semana. Neste grupo podem
apare~er colonias pigmentadas ou nio.

RUNYON (1959) considera os grupos I e I1I o0s mais
lmportantes patogenos, podendo ser distinguidos pela presenca
ou auséncia de pigmentos quando expostos i luz.

MAGALHAES (1966) considera uma amostra de micobac-
teria atipica como patégena para o homem, quando isolada em
cultura pura, primocultura abundante, isolamento repetido e &
proveniente de um individuo virgem de tratamento.

SELKON (1969) relata que o M. kansassi € o mais pa
togénico das micobactérias do grupo I e no grupe II o - M.
scrofulaceum € patdgeno oportunista e o M. aquae nao €& patoge
nico. No grupo III, node-se dividir as micobactérias em dois
grupos, as '"tween" positivas M. terrae e M. gastri, que ndo sio
patogenas ¢ as hidrélises do '"tween" negativas ou oportunistas
patogenos. Ainda SELKON (1969} esclarece que com excecio de al
gumas amostras de M. xenopi, todas as micobactérias sio resis-
tentes A4 isoniazida (INH), 3 pirazinamida (PZA) e ao dcido pa-
ra~amino salicIlico (PAS).

ANDRADE (1970) esclarece que no caso do M. tuberculosis
ou M. bovis, & bastante ¢ aparecimento de uma colénia para que
o diagnostico bacteriologico esteja assegurado. O mesmo nao a-
contece com outras micobactérias, que podem ser isoladas e nio
cstarem relacionadas com o quadro clinico. Também ANDRADE(1970)
observou que podem ser isoladas micobactérias atipicas de le-
soes ja cicatrizadas de casos de tuberculose humana tratados e

curados ha alguns anos e que a presenca destas bacterias pode
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ser confundido com recaida da tuberculose.

SCHLIESSER (1970) acredita que de acordo com a ex-
periéncia atual e do ponto de vista pratico, as infeccdes dos
animais por micobactérias atipicas nio sao transmissiveis de a
nimal para animal.

FRANCIS et alii (1973) observaram nos resultados de
pesquisas em dois rebanhos, onde havia reagentes nio especifi-
cos e animais tuberculosos, que as reacdes inespecificas foram
mals comumente encontradas em bovinos novos e as especificas da
tuberculose em bovinos mais velhos.

PRITCHARD et alii (1974), pesquisando hipersensibi
lidade retardada em bovinos de Uganda, utilizaram sensitinas pro
duzidas a partir de amostras de M. fortuitum, M. gordonai e M.
chelonel e demonstraram que o M. fortuitum e M. gordonai sao
capazes de induzir hipersensibilidade retarda em bovinos desde
que estas micobactérias estivessem presentes no meio ambiente.

McGAVIN et alil (1977), trabalhando com bovinos, ob
servaram que ap0s inoculagdo de micobactérias do complexo M.

avium-intracellulare, formavam-se granulomas caseocalcareos, 0s

que se tornaram encapsulados, formando geralmente lesces mnio
progressivas. No mesmo experimento foram inoculados dois bovi-
nos com dose similar de M. bovis, sendo observadas lesdes pro-
gressivas disseminadas sem encapsulacao na necropsia desses a-
nimais.

MERKAL & CRAWFORD (1979), em isolamentos de micobac
térias atipicas de suinos e hemem, representando os sorotinos

1, 2, 4, 8 e 10 do comnlexo M. avium-intracellulare, compara -

ram a tolerancia desses sorotipos ao calor em SuUSpensao aquosa
e verificaram que o mais resistente foi o sorotipo 10 isolado
de homem.

THOEN et alii (1979) inocularam experimentalmente
seis suinos com M. avium sorotipo 4. Apos 80 dias, os animais
apresentaram granulomas microscopicos nos linfonodios mesenté-
T1C0S e cervical.

SONGER (1980) confirmou que a transmissdao das mico
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bacterias atipicas ndo é de pessoa a pessoa nem de animal para

animal, mas sim do meio ambiente para homem ou animai.




3. LITERATURA CONSULTADA

3.1. Aspectos biologicos das micobactérias atipi-

cas

KUBICA et alii (1963) relataram leve variacao nas
propriedades fisicas e bioquimicas de micobactérias isoladas do
solo e de animais, o que entretanto, nao exclui a possibilida-
de de o solo ser o reservatorio das micobactérias atipicas.

WOLINSKY & RYNEARSON (1968) acreditam que o solo
suporta a existéncia e provavelmente a multiplicacdo de mico-
bactérias semelhantes aquelas capazes de causar doenca no ho-
mem, no entanto, as reagodoes bioquimicas das amostras isoladas
do solo sao usualmente diferentes das amostras associadas com
doenca.

Toda a classe de micobactérias atipicas tem sido en
contrada na natureza e no ambiente imediato dos animais domes-
ticos, com excecdo do M. kansassi que nunca pode ser isolado do
solo GONTIJO (1972). Também se comprovou que a agua estancada e
os lugares em contato permanente com a agua sdaoc as fontes mais
freqlientes de micobactérias atipicas, além disso, estatem gran-
de importancia na veiculacao dessas micobactérias (SCHLIESSER,
1670; KAZDA, 1970 e RUNYON, 1974).

LANGENEGGER & LANGENEGGER (1974) consideram o sul-
no como excelente sentinela epidemiologico em regides rurais pa

ra a tuberculose humana, bovina e aviaria. Ao mesmo tempo pos-
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sibilita denunciar a existencia no meio em que vive de outras
micobactérias facultativamente patogénicas para o homem e 0s
animails.

Em certas circunstancias e condig¢oes de meio, LAN-
GENEGGER et alii (1975) acreditam que determinadas espécies ou
racas de micobactérias atipicas multiplicam-se mais intensamen
te e se mantém viavels por mais tempo num determinado ambiente,
podendo variar a prevaléncia em regides ou locais diferentes.

0 reservatorio ou "habitat" das micobactérias ati-
picas, conforme conclusao de FONSECA (1976), sao aspectos ain-
da discutidos. O solo, agua, vegetal, animais e produtos deri-
vados sao relacionados como provaveis fontes de infeccao, nao
havendo indicios de transmissao direta entre seres humanos. Sa
be-se muito pouco sobre a epildemiologia das doencas causadas pe-
las micobactérias atipicas. O reservatorio e a fonte de infec-
¢ao para o homem nao foram ainda definidos. A distribuicao geo
grafica e a auséncia de dados quanto a transmissdo por contato
direto sugerem que o reservatorio seja uma fonte ambiente.

Também CRISTOVAO (1976) concluiu que o Thabitat"
das micobactérias atipicas ainda ndo esta perfeitamente defini
do e parece variar bastante entre as diferentes espécies. Iso-
lamentos constantes de soios, aguas, vegetais, animais e deri-
vados téem sido feitos; o que sugere umd provavel fonte de in-
feccdo. Ainda CRISTOVAO (1976) concluiu que as espécies perten
centes aos grupos 11, IIT e IV de RUNYON tem sido isoladas de
solo, poeira, animais domésticos e vdrias outras fontes, haven
do possibilidades de os animais serem intermediarios na cadeia
epidemiolégica, infectando o homem diretamente ou atraves de
contaminacao do seolo. Entretanto, nao se excluil a possibilida-
de de ambos, homens e animais 1nfectararem-se a partir de uma
fonte comum.

LANGENEGGER & LANGENEGGER (1976) acreditam que as
micobactérias ditas atipicas, encontram-se ubigliitariamente na
natureza; variando; no entanto, de regiao para regiao a concen

tracdo das diferentes especies.




SAITANU & HOLMGAARD (1977), em um surto epizootico

de M. intracellulare sorotipo 8 em suinos, isolaram esse micror

ganismo de serragem da cama e da poeira coletada dos chiquei-
TOS.

NIAZ & SIDDIQI (1979} relatam que o reaﬂnmtérh)natg
ral desses microrganismos permanece desconhecido até o momento,
sendo as fontes ambientes e animals as causas mals provaveis
da infeccao.

CORNER & CATHERINE (1979), trabalhando com amos-
tras de mlcobactérias atipicas isoladas de solo e inoculadas em
bovinos, concluiram que os resultados deste experimento sdo con
sistentes com a hipotese de que o solo serve como reservatorio
de micobacteérias atipicas capazes de causar sensibilizacido nio
especifica em bovinos.

SONGER (1980}, trabalhando com culturas de vegetais,
frutas e cereais, isolou micobacterias somente das partes co-
mestiveis que estavam em contato com o solo e concluiu que a
micobactéria depende da atividade bioldgica do solo. O fato de
haver uma leve variacao bioguimica entre as micobactérias en-
contradas no solo e em animais, nao exclui o solo como um po-
tencial reservatorio de infeccao para oS animais.

GEORGE et alii (1980), trabalhando com aguas de mar
do leste dos Estados Unidos, concluiram que essa agua também po-
de ser fonte de contaminacao e reservatorio secundario para mi
cobactérias patogenas do complexo MAIS.

Tambem KETTERER et alii (1981) apontaram o solo co
mo possivel reservatdorio de micobactérias do complexo M. avium,

capazes de infectar bovinos.

3.2, Reacbes inespecificas no diagnostico alergico

da tuberculose bovina

0 estudo das reacOes inespecificas para a tubercu-
lose bovina foi iniciado por TRAUM (1916, 1919) ao descrever a

tuberculose cutanea '"tuberculous skin lesions!" ou dermatite no
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dosa infecciosa em bovinos. Parte dos animals portadores das
lesoes granulomatosas tuberculdides, nas quais eram evidencia-
veis germes dlcool-dcido-resistentes ndo cultivdveis, reagia ao
teste da tuberculinizacao, provocando reacdes paralérgicas, ora
mais acentuadas para a tuberculina bovina ora para a .aviaria
em testes comparativos. Observacoes semelhantes foram feitas
por (ROBERTSON & HOLE, 1937).

KARLSON (1962) define o bovino como sendo relativa

mente resistente a infeccao por M. tuberculosis e alguma le-

sdo que usualmente desenvolve € limitada e regride. Reacoes a
tuberculina em bovinos expostos ao bacilo humano tendem a de-
clinar e eventualmente a desaparecer assim que removida a fon-
te de infeccao.

LANGENEGGER et alii {1976}, trabalhando com um re-
banho de 325 bovinos de uma fazenda no estado de Saoc Paulo, ob
servaram que 27 (8,3%) dos animais, reagiram inespecificamente
em trés tuberculinizacoOes sucessivas. Essas reacoes inespeci-

ficas foram atribuldas ao M. intracellulare, supostamente vei

culados pelo capim picado, proveniente de capineira adubada com
fezes de suinos portadores de lesoes tuberculoides.
LANGENEGGER & LANGENEGGER (1976) admitem que o M.

avium e o M. paratuberculosis possam ser a causa da maloria das

reacoes paralérgicas no diagnostico da tuberculose bovina, em
regides onde a incidéncia da tuberculose aviaria e de paratu -
berculose & alta. Por outro lado, em regides que nao ocorrem ou
em que sao assinaladas apenas exporadicamente as duas entida-
des morbidas acima citadas, as falsas reacoes positivas no diag
nostico da tuberculose parecem ser provocadas principalmente por
outras micobactérias atipicas, auxiliadas ou nao por fatores cir
cunstanciais. Estas causariam infeccoes clinicas ou subclini -
cas e conseqllentemente poderiam sensibilizar o organismo do bo
vino a ponto de interferir no diagnostico da tuberculose.
FODSTAD (1977) acredita que a serragem usada como
cama para bovinos e suinos pode servir come uma importante fon

te de contagio de micobactérias atipicas e consequentemente so




brevir a sensibilizacao alérgica inespecifica no diagndstico da
tuberculose.

As causas das reacoes paralérgicas encontradas D
regiao Sudeste do Brasil; para LANGENEGGER et alii (1981), nao
podem ser atribuidas a infeccbes por M. avium ou M. johnei, pois
a tuberculose aviaria e a paratuberculose bovina s0 ocorrem es-
poradicamente no Brasil. No entanto, foram encontrados com rela-

tiva freqgllencia varios sorotipos do M. intracellulare e M.

scrofulaceum, aos quais pode-se atribuir a maioria da sensibi-

lizacdo alergica em nosso meio.

3.3. Caracteristicas de reac8es provocadas por mi-

cobactérias atipicas

KLEEBERG (1960) divide as reacdes alérgicas em bo-
vinos, de acordo com sua origem em tres tipos:
a) tipo especifica, sdo as reacdes provocadas pelo
M. bovis;
.b) grupo especifica ou para-alérgica, incluindo to
das as reacGes causadas por micobactérias outras

que nao o M. bovis, isto €, © M. avium, M. tuberculosis,

M. johnei, "skin lesion" e outros organismos al-
cool-acido-resistentes;

c) tipo nao especifico ou heterocalérgica, condigdes
de sensibilidade outras que nao as mencionadas
nas duas categorilas anteriores.

RUSHFORD (1966), tuberculinizando 250 rebanhos bo-

vinos, em varios distritos do sudeste, norte e nordeste de Vi-
toria na Australia, observou trés pontos de significante impor
tancia em 94 animais portadores de reacoes inespecificas:

a} cinqlienta e tres por cento dos reagentes inespe
cificos nao apresentaram mais sensibilidade a-
lergica, quando testados comparativamente 30 a
42 dias ap0s o teste inicialj;

b) de 44 reagentes que no reteste exibiram um alto
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grau de sensibilidade, 77% mostrou um maior au-
mente para a tuberculina avidria:

C) em somente nove casos; 0s animais mostraram uma

maior sensibilidade & tuberculina aviaria do que
a mamifera.

'PEARSON et alil (1977) inocularam subcutinea e in-
tradermicamente 12 bovines com micobactérias atipicas isoladas
de bovinos, agua de bebedouro e fezes de suinos. 78 dias anos
a inoculacao, os bovinos foram tuberculinizados com tuberculi-
nas PPDs bovina, aviaria e homdloga. Todos os bovines apresentaran
reacoes de 4mm ou mais & tuberculina homdloga. Reacdes 3 tuberculina hovi-
na foram relativamente pequenas e a da tuberculina avidria foram maiores
que 7mm. Intretanto, as respostas as tuberculinas avidria ou homSlogas re-
gistraram un maxio de reacoes com 72 horas.

CORNER & CATHERINE (1978a}, trabalhando com hovi-
r>s 1nfectados com micobactérias atipicas, observaram que as
respostas as tuberculinas homologas neles inoculadas decresce-
ram entre 48 e 96 horas apos inoculacio. Como a diferenca méxi
ma nas respostas para as tuberculinas bovina e aviaria ocorreu
com 72 horas, comprovaram que o teste comparativo devera ser
lido com esse tempo para eliminar reagentes inespecificos.

CORNER & CATHERINE (1978b}, pesquisando sensibili-
dade inespecifica, inocularam bovinos com amostras de micobac-
terias atipicas origindrias de bovinos. Esses animais foram tu
berculinizados na 42 e 102 semanas apo0s a infeccdo com tubercg
lina bovina, aviaria ¢ homdloga. A sensibilidade a todas as tu
berculinas fol menor na 10% semana de teste do que na 4% sema-
na.

CORNER & CATHERINE (1979) também pesquisando sensi
bilidade in.specifica, inccularam hovinos ccm nove amostras de
micobacterias atipicas originalmente isoladas de amostras  do
solo do norte da Australia. Na 42 e na 102 semana apos a 1nocu
lacao, os animais foram tuberculinizados com as tuberculinas bovi
na, aviaria e homGloga. Seis amostras induziram um significan-
te grau de sensibilidade para a tuberculina bovina apés quatro

semanas de infeccdo, mas somente um animal apresentou resposta
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na 102 semana. Também neste experimento os pesquisadores con-
cluiram que; em geral, o grau de sensibilidade a todas as tu-
berculinas declinou entre a 42 e a 102 semana do teste.

) Em outro experimento, CORNER (1981), pesquisando o
tempo de permanéncia de sensibilidade inespecifica,inoculou dois
bovinos com micobactérias atipicas por via subcutanea. Dentro
de sete dias, lesbes palpaveis foram produzidas no local da i-
noculacac. Os bovinos foram inoculados em olto ocasides com in
tervalos de seis semanas durante um periodo de 50 semanas. Sig
nificantes sensibilizagoes nao persistiram em nenum animal a-
lém de 16 semanas ap0s a inoculacgao.

Também LANGENEGGER et alii (1981) pesquisaram rea-
coes inespecificas em 37 fazendas de rebanhos leiteiros da re-
giao do triangulo entre as cidades do Rio de Janeiro, Sao Pau-
lo e Belo Horizonte. O resultado da tuberculinizacao, baseado
na interpretacao do teste simultaneo, revelou que em 24 reba-
nhos nao tinha tuberculose, mas que estes eram rebanhos proble
mas, com 9,7% dos animais apresentando reagoes inespecificas. A
média de aumento da esnessura da pele das reacoes positivasdos
24 rebanhos com sensibilizacoes inespecificas oscilou em tor-
no de 4.0 mm, o que € muito baixo em comparacao com a dos ani-
mais dos 13 rebanhos positivos, nos quais a media oscilou em
torno de 7.5 mm. Essa baixa média das reacles inespecificas cons-
titui-se numa das caracteristicas das reacoOes inespecificas.Os
autores alertam para o fato de que ha situacles em que esse cri
tério isoladamente pode ser falho, principalmente em rebanhos
onde ha apenas alguns animais com tuberculose cronica, pois os
animais altamente sensiveis foram eliminados em exames anterio
res. Situacdo semelhante também pode ocorrer quando ha apenas
alguns animais tuberculosos e um numero relativamente grande de
reacgdes inespecificas. LANGENEGGER et alii (1981) ainda escla-
receram que a sensibilizacdo alérgica inespecifica ao teste da
tuberculina bovina com 1 mg de PPD/dose se caracterizou por pro
vocar, em varios animais, reacoes suspeitas e/ou fracamente po
sitivas. Essas reacdes apresentaram geralmente ligeira tumefa-

cao, bastante circunscrita, consisténcia firme sem ou quase sem




resposta dolorosa. Na repeticdo da tuberculinizacio em 60 dias,
varios animais nao mais Teagiram e outros que eram negativos a
gora reagiram. A tuberculinzacdo simultianea com tuberculina a-
viaria e bovina nesses rebanhos mostra, em geral, reacoes i-
guals ou maiores para a tuberculina avidria, raramente a tuber
culina bovina reage um pouco mais que a tuberculina aviaria. Em
bora constitua valioso meio de reconhecer reagoes inespecifi-
cas, a tuberculinizacao simultanea, com tuberculinas bovina e
aviaria ainda deixa certa margem de duvida independentemente

dos critérios utilizados na interpretacao das reacoes.

3.4. Fatores predisponentes para sensibilizacdes 1

nespecificas

Varios fatores po&em contribuir para que as mico-
bactérias atipicas penetrem e se instalem no organismo animal,
provocando reacGes paralérgicas.

HEJJ et alii (1969) demonstraram que micobactérias

saprofitas veiculadas por cercarias de Fasciola hepatica duran

te a fase de migracao ate o figado sao responsaveis pela sensi
bilizacao alérgica a tuberculose.

LAMI et alii (1970) encontraram micobactéerias ati-
picas em granulomas subcutaneos pés-vacinas de bovinos reagen-
tes e reproduziram experimentalmente reacdes inespecificas en
bezerros com alguns dos germes isolados.

HUBBERT et aliil (1974) relataram que traumas por in
setos ou penetracao de parasitos na pele ou intestinos podem me
lhorar as chances das micobactérias infiltrarem no hospedeiro.

LANGENEGGER et alii (1976), trabalhando com um re-
banho de 327 bovinos apresentando reacces inespecificas,no Esta
do de Sao Paulo, observaram que as fezes de suinos com proble-
mas de micobactérias atipicas eram utilizadas como esterco em
capineiras que serviam como suplementacdo alimentar para os beo
vinos e a estes transmitindo as micobactérias responsaveis pe-

la reagaoc inespecifica.




4. MATERIAL E METODOS
4.1. Experimento I
Determinacdo da freqiiéncia de micobactérias em no-

dulos da parede intestinal de bovinos, provocados por larvas de

Oesophagostomum radiatum.

4,1.1. Local de trabalho

Os trabalhos de pesquisa foram realizados nas de-
pendéncias da Unidade de Pesquisa de Patologia Animal, EMBRAPA,
Seropedica, Rio de Janeiro, no periodo de marco de 1983 a de-
zembro de 1984,

4.1.2. Material trabalhado
Trabalhou-se com uma area de 2 cm de diametro da

mucosa do intestino de bovinos englobando um nédulo provocado

pela penctracdo de larvas de Oesophagostomum radiatum e uma ou

tra Area com o mesmo didmetro localizada proximo da area  com

nodulo.

4.1.3. Procedéncia do material

O material foi colhido de bovinos, a maioria vacas




de descarte, provenientes dos municipios de Bom Despacho, Bar-
bacena, Itatna, Brumadinho, Lsgoa da Prata, Igarapé, Betim, Pe
dro Leopoldo; Alto Rio Doce; Cruzilia, Santa Rita do Sapucai,
Sao Gongalo do Sapucal e Itajuba, situados no Estado de Minas
Gerals e nos municipios de Macaé; Miracema; Nova Friburgo, Bar
ra Mansa, Magé, Paracambi e Cantagalo; localizados no Estado do
Rio de Janeiro (TAB. I). Nessas regioes, LANGENEGGER et alii
(1981) encontraram a incidencia de 9;7% dos animais portadores
de reacoes inespecificas no teste alérgico para o diagndstico
da tuberculose.

4.1.4. Numero de material

Foram trabalhados um total de 800 materiais, sendo
400 englobando um nodulo e 400 sem noduleo, que serviu como con-
trole.

4,.1.5. Colheita do material

Em frigorificos ou locais de matanca avulsa, eram
separados o ileo e o ceco e apos abertura no sentido longitudi
nal, afastado o material fecal e lavagem em agua corrente, era
assinalada ou nao a vnresenca de nodulos com as caracteristicas
dos da esofagostomose. Em seguida era recortada a porcgao que
continha omaior nilmero de nddulos, mais freqUlentemente na par-
te final do ileo, acondicionado em sacos plasticos e em caixas
isotérmicas com gelo, sendo levade dentro de poucas horas ao
laboratorio. A mucosa do intestino foi lavada com agua corren-
te e imediatamente colocada e estendida sobre uma tabua com su
perficie lisa, limpa e desinfetada. Com auxilio de um vazador
de couro; foram cortadas areas de 2 cm de diametro englobando
um nddulo. Logo ao lado foram colhidas ireas semelhantes sem
nodulo como controle. Cada material foi identificado individual-
mente em pequenos sacos plasticos e estocados em congelador -

¢ = . . = - -
207C ate o seu manuselo bacteriologico. A porcao com lesao re-
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cebeu numero impar e o seu controle nUmero par imediatamente
superior. Cada nodulo colhido era medido e descrita a sua apa-

Téncia macroscopica.

4.1.6. Exame bacterioldgico

No laboratorio, cada material; antes de ser proces
sado, foi descongelado e registrado o tamanho de cada nddulo pe-
la medida de seu diametro. Cada porcdo foi mergulhada em alcool
seguido de rapida flambagem a fim de eliminar possiveis germes
de contaminacao externa e entao triturados en gral e areia es-
tereis, separadamente.

A descontaminacao foi realizada de acordo com LANGENEGGER
& LANGENEGGER (1974}, utilizando solucdo de acido sulfdrico a
6% na proporcao de 1:6 do material durante 30 minutos, incluin
do a centrifugacao de 15 minutos a 500 g. 0 sedimento foi lava
do uma vez com soro fisiologico e depois semeado em dois tubos
de meio de cultura de LBwenstein - Jensen (L.J.) com glicerina
(ANEXC 1). As culturas foram incubadas em estufa bacterioldgi-
ca a 37°C durante dois meses, fazendo-se controles bi-semanais
para registro da velocidade de crescimento, forma € coloracao
de col@nias suspeitas. Quando estas atingiam desenvolvimento a
dequado, certificava-se da alcool-acido-resisténcia através de
esfragacos corados pelo método de Ziehl-Nielsen (ANEXO 2). Da
mesma colonia foram feitas subculturas em L.J. para o proces-
so de identificacao. Apos incubacao por dois meses, todos 05
tubos de cultivo, nos quais nao foi visualizado colonias de mi
cobacterias, foram expostos sobre uma bancada em ambiente com
boa luminosidade natural, a fim de que pequenas coldnias velhas
nao pigmentadas pudessem tornar-se ligeiramente amareladas e
assim facilitar sua visualizacao macroscopica, de acordo com as
recomendacoes do CEPANZO (1979).

4.1.7. Comportamento bioguimico

Com um Unico tubo de cultura de cada amostra, com




crescimento abundante foram feitos os testes de catalase tempe
ratura ambiente e a 68° C, além da prova de reducao de nitratos,
conforme técnica descrita no (ANEXO 3). Essas culturas' alem do
controle de ve10c1dade de crescimente e da producio de pigmen-
to no escuro e na luz, foram submetidas is provas de arilsufa-
tase rapida e lenta (ANEXO 4) e hidrdlise do Tween 80* aos cin
co e vinte e um dias (ANEXO 5.

4.1.8. Comportamento sorologico

Das culturas isoladas, as que bioguimicamente apre

sentaram caracteristicas do complexo Mycobacterium avium-intracellulare-

scrofulaceum, foram submetidas as provas sorologicas, conforme
técnica descrita por SCHAEFER (1965).

4.1.9. Preparo do antigeno

As culturas a serem identificadas foram, inicial-
mente, repicadas em meio de LBwenstein-Jensen e posteriormente
em Middlebrook 7H10 agar (ANEXO 6) e incubadas a 37°¢ por duas
semanas. Ao final deste periodo as amostras foram suspensas, com
auxilio de uma alca de platina, em salina tamponada fenicada (A-
NEXC 7) e inativadas a 80°C por meia hora em banho-maria. Apos
lnativacao, as culturas foram diluidas em salina fenicada, ate
assemelhar-se com a turvacao do segundo tubo da escala de Mc-
FARLAND,.

4.1.9.1. Anti-soros

Foram utilizados anti-soros preparados pela Unida-

de de Apoio do Programa Nacional de Pesquisa em Saude Animal),

* Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA,
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EMBRAPA, Km 47, Rio de Janeiro, com as culturas padroes forne-
cidas pelo Naticnal Institute of Health, Bethesda, Maryland,
USA.

4,.1.9.2. Tecnica

Para cada cultura (antigeno) a ser identificada, fo
ram colocados em tubos de ensaio 12 x 75 mm; 0;5 ml de anti-so
ro na diluic¢ao adequada e 0,5 ml de antigenc. O conjunto era in
cubado por 24 horas, com leituras apos trées, cinco e 24 horas.
Cada antigeno foi testado com oS anti-soros produzidos a par-
1. avi , 6, 7,8, 9,10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, de M. intracellulare e
41, 42 e 43 de M. scrofulaceun.

tir dos sorotipos 1; 2 e 3 de M. avium; 4

4,2, Experimento Il

Infecgao experimental de bezerros com larvas de

Oesophagostomum radiatum cultivadas em meio com e sem micobac-

terias.

4.2.1. Preparo do bezerro "doador" para obtencido de

cultura pura de Oesophagostomum radiatum

Com a finalidade de se obter numero suficiente de

larvas de terceiro estagio (L3) de Oesophagostomum radiatum em cul

tura pura, foi necessario infectar um animal denominado "doador"
Foi utilizado um bezerro mestico com idade aproximada de seis
meses, pesando 70 kg. Esse animal foi desparasitado com vermi-
fugo a base de albendazole* na dosagem de 10 mg por quilo de pe
so vivo, por via oral. Para confirmacao da auséncia de helmin-

tos, foram feitas contagens de ovos por grama de fezes (OPG) e

* Ciba Gelgy Quimica S.A. S3o Paulo.




coproculturas quinzenalmente, apos a evermifugacdo. O animal foi
mantido isolado durante todo o experimento; em baia previamen-
te desinfectada e alimentado com capim picado; proveniente de
capineiras; onde nao havia penetracao de outros animais e uma

suplementacdo diaria de 2 kg de racao.

4.2.2. Obtencao de]arvmsdeOéSo?hagostomum radiatum

em cultura pura

Femeas adultas de Oesophagostomum radiatum foram co
lhidas de bezerros desmamados; abatidos em frigorificos do Es-
tado do Rio de Janeiro. Esses parasitos foram colhidos do con-
tendo do ceco com auxilio de um estilete, logo apos o sacrifi-
cio dos animais. As femeas foram lavadas em agua destilada e
colocadas em um recipiente contendo uma coluna de, aproximada-
mente, 1 cm de meio de Eagle* {(EAGLE, 1959) e incubado a 37°C
em condicoes de fazer ovopostura. Ao final de quatro horas, foi
feita a primeira coleta de ovos, através da aspirégéo do meio
de cultura, com o auxilio de uma pipeta. Os ovos fo~am concen-
trados por decantacao, para posterior processamento das copro-
culturas (ANEXO 8)}. Logo apos a primeira coleta, fol reposta quan
tidade igual de meio ao recipiente contendo as fémeas, para, den
tro de duas horas; ser procedida a segunda coleta, obedecendo
a mesma rotina. Devido ao pequeno numero de femeas adultas ob-
tido em cada matanca de bezerros e conseqlientemente o reduzido
numero de ovos e de larvas destas coproculturas, foi necessa-
rio repetir por seis semanas o mesmo procedimento. Desta for-

ma, foram conseguidas 1200  larvas, as quais foram administra-

>
das semanalmente.ao bezerro "doador'™, em seis semanas censecu-
tivas, imitando a infestacao natural progressiva.

0 bezerro comecou a revelar presenga de ovos € pos

teriormente larvas de Oesophagostomum radiatum em coprocultu-

* Difco Laboratories; Detroit, Michigan, USA.




Tas ap5s sels semanas da primeira administracao de larvas(L3).

4.2.3, Obtencao de larvas (L3) de Oesophagostomum

radiatum criadas em ambiente contaminado com

miccbactérias

Quando o "deador™ estava eliminando em media 200 o
vos por grama de fezes, foil colocado no animal um coletor de
fezes que permitiu obter fezes sem contaminacao de larvas de
vida livre (contaminacdo do solo) e em volume suficiente para
obtencao de guantidade minima de 100.000 larvas a serem admi-
nistradas a 10 animais em uma Unica administracio.

Foram utiiizados 700 gramas de fezes para obtenciao
de 14 culturas com 50 gramas de fezes (ANEXO 8). Em sete cultu
ras foram incorporados 600 mg da massa Umida de uma cultura jo

vem de M. intracellulare sorotipo §.

4.2.4. Obtencdo de larvas(L3)de Oesophagostomum

radiatum criadas em ambiente sem contamina-

cao de micobactérias

Foram feitas coproculturas como descrito no item an
terior, porém sem acrescentar micobactérias, em sete das 14 cul

turas.

4.2.5. Animais utilizados na infestacdo experimen-
tal

Foram utilizados no experimento 15 bezerros, mesti
¢os, com grau de sangue variando entre 1/2 a 3/4 holandes-zebu .
Esses animais foram selecionados de rebanho bovino da Unidade de
Apoio do Programa Nacional de Pesquisa em Saude Animal, EMBRAPA,
Km 47, Rio de Janeiro. Receberam inicialmente vermifugo a base
de albendazole na dosagem de 10 mg por quilo de peso vivo, ad-

ministrado uma so& vez por via oral. Também foram submetidos a
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uma tuberculinizacao comnarada, a fim de selecionar animais sem
nenhum tipo de hipersensibilidade as tuberculinas PPD bovina e
aviaria. Os animais foram tuberculinizados e suas reacoes in-
terpretadas conforme técnica descrita no ANEXO 9. Ap6s consta-
tagaoda auséncia de parasitos gastro-intestinais e de reacoes
as tuberculinas, esses animais foram descarrapatados e distri-
buidos em trés grupos:

Grupo I - cinco bezerros; cada animal recebeu, por

via oral, aproximadamente 10.000 larvas (L3) de Oesophagostomum

radiatum, criadas em ambiente contaminado com micobactériascqg
forme descrito em 4.2.3.

Grupo Il - cinco bezerros; recebeu cada animal a
mesma quantidade de larvas e pela mesma via que o grupo I, sen
do que as larvas foram criadas em ambiente sem contaminacao ar
tificial de micobactérias, conforme descrito em 4.2.4.

' Grupo III - quatro bezerras e um bezerro; mantidos
no mesmo ambiente dos grupos anteriores, nao receberam larvas

de Oesophagostomum radiatum e serviram como controles.

Todos os anpimais foram mantidos em baias, onde ti-
nham acesso a pequenos piquetes gramados e recebiam a mesma a-
limentacdo do animal denominado "doador'". Todos os animais fo-
ram submetidos a tuberculinizacao comparada (ANEXO 9) aos 33

e 93 dias apos administracdo das larvas.




5. RESULTADOS
5.1. Experimento I
Determinacao da freqliéncia de micobactérias em no-

dulos da parede intestinal de bovinos provocados por larvas de

Oesophagostomum radiatum.

A inspecao macroscopica da mucosa intestinal do 1-
leo e do ceco de bovinos nos locais de matanca, em 20 munici-
pios dos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais TAB. I, mos-
trou que 90% dos animais apresentavam pelo menos um nddulo na
parede intestinal com as caracteristicas da esofagostomose. Em
20% destes havia grande numero de nddulos (> 20), concentrados
principalmente no final do intestino delgado, denunciando ter

havido nesses animais intensa e cronica infeccac por Oesophagostomum

radiatum.

Destas pecas, foram colhidas, ao acaso, 400amostras
do intestino contendo um nddulo e, da mesma peca, uma area 1i-
gual da parede intestinal sem nodulo. O exame macroscopico mos
trou que as lesoes nodulares faziam nitida saliéncia para a luz
intestinal, medindeo entre 1 e 19 mm de diametro, porém a gran-
de maloria destes apresentavam diametros de dois e trés milime-
tros. Ao corte, os nodulos maiocres continham, em seu interior,
massa casecsa, bastante ressecada, de coloracao branco-amarela

da as vezes esverdeada. Em alguns nodulos foi observado a pre-




sencga de larva do Oesophagostomum radiatum. A Telacao do tama-

nho e freqliencia dos nodulos, bem como o nimero de micobacts.
rias isoladas, esta apresentado na TAB. II.

0 exame bacteriologico, atravées da semeadura do tri
turado dos materiais com e sem n6dulos; em dois tubos de cultu
ra com meio de LYwenstein-Jensen, permitiu o isolamento de 42
(5,2%) culturas de micobactérias, baseado nas caracteristicas
culturais, tintoriais e bioquimicas. Destas 42 culturas, 30
(71,4%) foram provenientes da porcao de material da parede in-
testinal contendo nodulo, enquanto apenas 12 (28,6%) culturas
de micobactérias puderam ser isoladas .das porgoes sem noédulo
TAB. IIT,

A identificacao das 42 culturas de micobactérias
considerando-se apenas a velocidade do crescimento da colonia
bacteriana, revelou que 23 (54,8%) apresentaram crescimento ra
pido, enquadrando-se no grupo IV de RUNYON e consideradas bac-
terias saprofitas. As outras 19 (45.2%) demonstraram desenvol-
vimento lento, caracteristica cultural das micobactérias  dos
grupos I, Il e III de RUNYON, entre cujas espécies encontram-
-S€ representantes com certa patogenicidade para o homem e pa-
ra os animais. A maioria (78,9%) destas 19 culturas de cresci-
mento lento foi isolada de materiais com nédulos TABR. IV.

As caracteristicas culturais, bioquimicas e sorolo
gicas das 19 culturas de crescimento lento permitiram identifi

car 8 (42,1%) como Mycobacterium intracellulare, 7 (36,8%) per

tencentes ao complexo M. terrae e quatro culturas (21,1%) de
M. scrofulaceum TAB. V.

Baseado ainda na velocidade de crescimento e na cro
mogenicidade das .colonias, as 42 culturas de micobactérias ati
picas 1isoladas enquadraram-se na classificacao de RUNYON TAB.
VI, com quatro culturas pertencentes ao grupo I1, das guais duas
foram isoladas de material com lesdo causada pela esofagostomo
se; 15 no grupo III, sendo 13 originarias de material com nodu
los e 23 no grupo IV de RUNYON. Estas; consideradas nao patoge

nicas, foram isoladas em maior nimero de material com nodulos.




5. 2. Experimento 11

Infeccao experimental em bezerros com larvas de

Oesophagostomum radiatum cultivadas em ambiente com e sem mico

bactérias.
Os bezerros dos grupos I e II, que foram infecta-

dos com 10 ,000 larvas (L3) de OeSOphagostomum radiatum por ani-

mal, mostraram-se parasitados apos sete semanas da administra-
cao das larvas, comprovado pela presenca de ovos nas fezes e a

cultura com identificacdo das larvas de Oesophagostomun radiatum. Nenhu

ma alteracao clinica no estado geral de saude dos animais foi
observada nos grumos I e II apos a infeccio experimental em re
lacao ao grupo III considerado testemunho.

A infeccao  experimental do grupo I com larvas de

Oesophagostomum radiatum cultivadas em ambiente contendo Mycobacterium

intracellulare, sorotipo 8, ndo causou sensibilizacdo paralér-

gica significante nos cinco animais do grupo, demonstravel pe-
la tuberculinas PPD, aviaria e PPD bovina aos 33 e 93 dias a-
pos a infeccao. Fol verificado ligeiro aumento médio da espes-
sura da dobra da pele na tuberculinizacio feita com a tubercu-
iina PPD aviaria aos 33 e 93 dias nos animais dos grupos 1 e
Il em relacao aos testes feitos 30 dias antes do inicio do ex-
perimento TAB. VII.
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6. DISCUSSAO.
6.1. Experimento I
Determinacao da freqgliéncia de micobactérias em no-

dulos da parede intestinal de bovinos, provocados por larvas de

Oesophagostomum radiatum.

Na decada passada as pesquisas em tuberculose se
concentravam principalmente na area das micobacterias 'atipi-
cas”. Dentro deste assunto os trabalhos se desenvolviam procu-
rando principalmente o esclarecimento de seu reservatorio na
natureza, das espécies predominantes dos problemas econdomicos
e sanitarios causados por estes microrganismos.

No Brasil, este estudo foil iniciado por GONTI1JO(1972)
que procurou isolar e identificar micobacterias presentes no so
lo do Estado do Rio de Janeiro.

Buscando identificar as principais micobacterias res-
ponsaveis por sensibilizacdes inespecificas em animais e sua
distribuic¢ao no Brasil, LANGENEGGER & LANGENEGGER (1974), LANGENEG-
GER et alii (1975), LANGENEGGER et alii (1976) LANGENEGGER &
LANGENEGGER (1976), trabalharam principalmente com suinos, que
sao considerados por LANGENEGGER (1974) como eficiente sentine
las epidemiologicas em regides rurais para a tuberculose huma-
na, bovina e aviaria. Ao mesmo tempo possibilita denunciar a

existencia, no meio em que vive de outras micobactérias facul-




tativamente patogenicas para o homem e 0S animais.

Er. bovinos, os maiores problemas dessas micobacté-
rias sao causados quando se observam reacdes inespecificas, cons
tituindo-se problemas de diagnostico alérgico, provocando des-
cartes excessivos em varias partes do mundo (TRAUM, 1916, 1919;
ROBERTSON & HOLE, 1937; KARLSON, 1962; RUSHFORD, 1966; SCHLIESSER,
1970; LAMI et alii 1970; PEARSON et alii 1977).

No Brasil, o problema das reacdes inespecificas em
bovinos ficou definitivamente demonstrado nas principais bacias
leiteiras com os trabalhes de LANGENEGGER et alii (1976,1981)

quando foi comprovado que o complexo M. intracellulare-

3

scrofulaceum € o principal responsdvel por reacGes paralérgi-

cas na regiao sudeste do Brasil. Procurou.se, neste experimen
to, esclarecer como as micobactérias poderiam chegar ao orga-
nismo animal a ponto de provocar reacdes paralérgicas.

Apos examinar bacteriologicamente nddulos provoca-

dos pela penetracao de larvas L3 de Oesophagostomum radiatum

na parede intestinal de bovinos, encontrou-se na presente pes-
quisa um maior numero de micobactérias .em nodulos com relacdo
a igual numero de materiais controles aparentemente sem lesao
TAB. IIl. Esse resultado bacteriologico esta de acordo com a
hipotese de HUBBERT et alii (1974), em que relata serem trau-
mas por insetos ou penetracaoc de parasitos na pele ou na muco-
sa enterica responsaveis pela penetracido de micobactérias ati-
picas no organismo, no entanto, o diametro dos nodulos nao guar
dam relacao com o numero de micobactérias isoladas TAB. IT.

Das micobactérias isoladas, a maioria (54,8%), se
enquadra no grupo IV de rapido crescimento, as quais sao atri-
buidas pouco poder sensibilizante (RUNYON, 1974).

Na TAB. IV, ainda pode-se verificar que a maioria
das micobactérias de crescimento lento (78,9%), foram isoladas
de materiais com nédulo; o que pode ser atribuldo a maior pato
genicidade dessas micobactérias, conforme achados de LANGENEGGER
& LANGENEGGER, 1981.

O pequeno numero (5,2%) de micobactérias nos mate-




riais contendo nédulos da esofagostomose bovina encontrado na
presente pesqulsa pode, a primeira vista, parecer contradito-
rio com o percentual de 9,7% de animals portadores de sensibi-
lizacao paraléergica observado por LANGENEGGER et alii (1981) em
bovinos da mesma regiao. Ainda mais, porque acima de 50% das mi
cobacterias isoladas sao consideradas sapréfitas com pouco po-
der de sensibilizacao. No entanto, como de cada animal foi co-
1hido apenas um segmento com um nodulo, escolhido ao acaso e
como em cerca de 20% dos animais examinados foi encontrado um
grande nimero de nédulos parasitarios, & nrovavel que este com-
pense o reduzido ntmero de nédulos portador de micobactérias com
capacidade sensibilizadora.

Cumpre ressaltar ainda que a sensibilizacao para-
lérgica via nodulo da esofagostomose pode ser apenas uma den-
tre varias portas de entrada de micobactérias no organismc  do
bovino. LANGENEGGER & LANGENEGGER (1976) assinalaram a presen-
ca de micobactérias atipicas nas amigdalas e linfondos da cabe

ca de bovinos que podem sensibilizar o organismo animal.
6.2. Experimento II

Infeccao experimental em bezerros com larvas de

Oesophagostomum radiatum cultivadas em zmbiente com e sem mico

bactérias.

As larvas de Oesophagostomum radiatum, normalmente

vivem em ambientes semelhantes aos quais (KUBICA et alii 1963,
WOLINSKY & RYNEARSON, 1568, KAZDA, 1870; CRISTOVAQ, 1976; FON-
SECA, 1976; CORNER & CATHERINE, 1979; NIAZ & SIDDIOI, 1979 :
SONGER, 1980; GEORGE et alii 1980 e KETTERER et alii 1981) des
crevem ccmo sendo o possivel reservatorio de micobactérias ati
picas. Vivendo nesse ambiente, nos seus dois primeiros estagios,

as larvas de QOesophagostomum radiatum, poderiam ingerir mico-

bactérias atipicas existentes nesses locais, juntamente com a
matéria organica, da qual se alimentam em seus dois primeiros es
tagios ou mesmo carrear mecanicamente as micobactérias até 0

organismo animal.




Neste cxperimento, procurou-se provocar uma sensi-
bilidade alcrgica em bezerros, atraves da administracao de lar

vas L3 de Oesophagostomum radiatum, criadas artificialmente em

culturas contaminadas com M. intraceliulare, conhecidanznte com
poder sensibilizante para animails SAITANU & HOLMGAARD 1877, e
hastante disseminada em nosso meio (LANGENEGGER et alil:i 197¢&:
LANGENEGGER & LANGENEGGZIR 1981).

Ao grupo 1 de animais, nos quals tentou-se reprodu

zir sensibilizacoes inesnecificas, foi administrado a cada ani

mal 10.000 larvas de Oesophagostomum radiatum que, segundo BEBMNER

1969; HEJJ et alii 1969, seria quantidade suficiente de lar-
vas para uma boa infeccao experimental. 0s animais dos gru-
pos 1, IT e III, que foram tuberculinizados em duas ocasioes a
pos inicio do experimento, nao apresentaram sensibilizacoes que
tivessem as caracteristicas das reacdes paralérgicas descritas
por (KLEEBERG 1960; RUSHFCRD 1966; PEARSON et alii 1977; FODS-
TAD, 1977; CORNER et alii 1978a e b; CORNER & CATHERINE, 1979
e CORNER 1981, conforme TAB. VII.

Essa falha pode ser atribulda ao modelo experimen-
tal adotado que previu a infeccdo unica de 10.000 larvas em be
zerTos previamente desparasitados. A falta de sensibilizacao pre-
via do organismo dos bezerros pode ter impedido a formacao de
nodulos. Na natureza, os animais infestam-se com doses repeti-
das durante periodos variaveis, tornando a infestacao cronica.
Nesta circunstancia ocorre o maior numero de nodulos decorren-
te da retencao de larvas na parede intestinal, como 0$ animails
nao puderam ser sacrificados no final do experimento esta par-
te nao pode ser esclarecida.

Os bezerros dos grupos 1 e Il apresentaram um au-
mento medic da espessura da pele sem, contudo, apresentar rea-
cao suspeita ou positiva na tuberculinizacao. Isto pode estar

associado ao fato de a infeccao artificial do Oesophagostomum

radiatum nao ter sido adequada pois, apesar dz inoculacao de

10.000 larvas por animal, ndo houve evidéncia clinica da para-
sitose, o gue relata BREMNER (1969).




7. CONCLUSOES

Baseado nos resultados e nas condicoes em que {foi
conduzida esta pesquisa, pode-se concluir que:

a) as larvas de Oesophagostomum radiatum penetram na

mucesa do intestino bovino, podendo com isso carrear micobacte
rias atIpicas encontradas normalmente na luz intestinal;
b} que esta veiculacdo de bactérias da luz intesti
nal pare o organismo pode levar a sensibilizacdo dos animais;
¢) que o tamanho do nodulo nido esta diretamente Te
lacionado com o isclamento de micobactérias atipicas;

d) uma so infecciao com Oesophagostomum radiatum de

animais livres nao e suficiente para a formacio de nodulos e
consequentemente a sensibilizacao pelo micobacterium;
e¢) ha presenca mais freqtiente das micobactérias de

crescimento lento em nodulos de OGesophagostemum radiatum do

que aquelas de crescimento rapido;
f) que a maior freqliencia de bactérias de cresci-
mento iento em nodulos sugere uma possibilidade maior de sensi

bilizacao dos animais.
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ANEXO 1

Meio de LBwenstein-Jensen (CEPANZO, 1979)

1. Solucao A

Fosfato monopotassio.......ceeenunnnnnn. 2,50 g
Sulfato de MagNEsio. .. vueerneununnnnnnn. 0,24 g
Citrato de magnesio. . ieeeneeinrennennan. 0,60 g
F Ry E o = < 1 = 5,60 ¢
Glicerina bidestilada.......ovevereunn.. 12,0 ml
Kgua destilada geSePeveenevrirenerneenns 600 ml

Colocar a solucao acima em um balao de 2 litros e
- . - A o}
aquecer ate dissolucao, esterilizar em autoclave a 121°C por

20 minutos.
2. Solugao B

Solucao aquosa de verde malaquita a 2%...... 20 ml

Esterilizar 30 minutos em vapor fluente.
3. Ovos
Ovos inteiros (20-22 OVOS) .. ieevnnnnenn 1.000 ml

Limpar os ovos cuidadosamente com agua e sabido, e-

- - O ~
mergidos durante uma hora em alcool 96 GL. Os ovos sdo a se-
guir quebrados e colocados em uma proveta graduada estéril a-

te obtencdo do volume de 1.000 ml. Homogeinizar em um balao com
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pérolas de vidro.

Apés homogeinizacao, verter a mistura de ovos atra
vés de uma gaze estéril na solucdo A. Juntar 20 ml da solucgao
B e misturar bem. Distribuir assepticamente em tubos de ensaio
com tampa de rosca e coagular em forne a 85-90°C em posicao in

clinada durante 90 minutos.




ANEXO 2
Coloracao de Ziehl-Neelsen

1. Preparo de esfregacos

As laminas devem ser novas, desengorduradas por i-
mersao em alcool-acido sulflrico 1:1000. Com unma alca de pla-
tina, o material a ser examinado é espalhado em camada delgada
por movimentos longitudinais e transversais, formando um trian
gulo em 2/3 da lamina. Deixar secar ao ar e fixar passando n&

chama rapidamente por duas ou trés vezes.
2. Coloracao

Imediatamente apds a fixacao, procede-se a colora-

cac da lamina obedecendo o seguinte esquema:
a) 19 tempo - colocar a lamina sobre um suporte de
metal ou vidro. Cobri-la com fuccina de Ziehl
filtrada recentemente. Deixar agir 10 minutos ,
aquecendo brandamente duas ou trés vezes até a
emissao de vapores, com chama obtida por meio
de algodao montado em arame molhado no alcool, e
vitando-se a fervura e a secagem do corante. Se
necessario coiocar mais corante para manter a

Jamina coberta.

b) 29 tempo - derramar o corante e lavar imediata-
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mente com agua corrente. Recobrir com alcool clo-
ridrico a 3% durante 3 minutos e lavar. O esfre

gaco deve ficar incolor ou ligeiramente roseo.

c) 39 tempo - corar durante 30 segundos com solu-
cao de azul de metileno filtrada recentemente em
papel de filtro. Layvar com agua corrente, dei-
XaT Secar € examinar ao microscopio com objeti-

va e imersao 100 X e ocular 10 X.
3. Corantes
a} Fucsina de Ziehl

Fucsina basica........ et e e 1 ¢

Alcool absoluto.......... Ce e e . 10m]

Dissolver por agitacao e acrescentar:

Fenol aquosS0. ..ttt ittt e iieeanannn 5,5 ¢
Continuar agitando e acrescentar:

Agua destilada......... e chean 100m1

Delxar renousar 24 horas e depois filtrar em pa-
pel. O fenol aquoso €& preparado dissolvendo-se 1 kg de fenol
cristalizado em 100 ml de agua destilada. Aguecer em banho-ma-

ria até dissolver e deixar esfriar.
3.1, Azul de metileno fenicado

Azul de metlleno. . e vttt vennss e e e
A1C00] abS0lULO. . ettt sttt et eseosnanenns 10 ml

i

Dissolver por agitacao e juntar:
Apua destilada......vviiininnoneennannnn. 100 ml
3.2. Alcool cloridrico

ACid0 ClorIaricl. cvm e ittt e e et e et eeeens 3 ml

Alcool absolutc.......... e e 97 ml
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ANEXO 3

Teste da catalase e nitrato - redutase com um tuboc
de cultura (ANDRADE, 1970)

Sequencia das operacoes

a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)

Colocar 2 ml de tampao de fosfatos M/15, pH 7.0
(Anexo 3.1), com 0,1% de nitrato de sodio no tu
bo de cultura, de modo que o tampao fique Dba-

nhando as culturas.

Incubar em estufa ou banho-maria durante 2 ho-
o)
ras a 37°C.

Com auxilio de uma alca de platina, suspender e
triturar as culturas na solucao tampao de fosfa
tos.

Retirar aproximadamente 1,0 ml de suspensao ba-
cilar e colocar 0,5 ml em cada um de dois tubos
de hemolise.

Colocar uma série de tubos de hemolise no ba-

nho-maria a 68°C por 30 minutos.

Retirar os tubos do banho-maria, resfriar e pro

ceder ao teste da catalase e da termoinativacao
(Anexo 3.2).

Retornar os tubos de cultura, com o restante do




tampao a estufa 37°C até completar 4 horas:e pro-

ceder ao teste da nitrato - redutase (Anexo 3.3).

ANEXO 3.1
Solucao de fosfatos M/15 pH 7.0

Solucao A (Alcalina)

Na, HPO, (anidro}...... 9,46g/litro de agua destilada
ou
Na, HPO, + ZH 0.l 11,83g/1itro de agua destiltada
ou
Na, HPO, + 12H 0.0ttt 23,88¢g/litro de agua destilada

Solucdo B (Acida)
KH PO o e ineee 9,07g/litro de agua destilada

Para cada 1.000 ml da solucao tampao de fosfatos
pli 7.0, misturar:

611 ml da solucao A
389 ml da solucao B
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Teste da catalase e termo-inativacao (ANDRADE, 1970)

Reagentes
A - solucao aquosa de Tween 80 a 10%
B - agua oxigenzda 30 volumes

Os reagentes A e B sao misturados em partes iguais

e mantidos em geladeira até o momento do uso.

Técnica
1. Catalase a temperatura ambiente
0,5 ml susvensao da cultura (ANEXO 3, item d)
0,5 ml da solucao Tween 80* - agua oxigenaca
2. Termo-inativacao da catalase
0,5 ml suspensao da cultura aquecida (ANEXQ 3,
item e)
0;5 ml da solucao Tween 80 - agua oxigenada
Leitura
As leituras da catalase a temperatura ambiente e

termo-inativacao da catalase sao feitas da mesma maneira. Veri
ficar o desprendimento de pequenas bolhas apos a adicao da so-
lucac Tween 80 - agua oxigenada. A intensidade da reacaoc pode
ser expressa de 1 a 3 cruzes de acordo com a altura da coluna

gasosa.

* Sigma Chemical Companv St Louls M.0. USA




ANEXO 3.3

Teste da nitro-redutase {ANDRADE, 1970)

Reagentes
A - Tampac de fosfatos M/15 pH 7.0 com 0,1% de ni-
trato de sodio
B - Acide cloridrico concentrado
C - Solucao aquosa de sulfanilamida a 0,253
D - Solucao aquosa de alfa-naftilamina a 0,1%
Técnica

O teste e feito no proprio tubo ¢om o restante do
tampao mitrate, apds incubac@o durante 4 horas a 37°C.
- Pingar uma gota de acido cloridrico concentrado
sobre a cultura
- 4 gotas da solucao de sulfanilamida 0,29

r

4 gotas da solucao de alfa-naftilamida a 0,1%

Lleitura

O aparecimento de cor vermelha € indicativo da rea
cdo positiva, cuja intensidade varia do rdseo ao vermelho in-

tenso, podendo ser expressa de uma a quatro cruzes.
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ANEXO 4
Teste da arisulfatase (KUBICA & VESTAL, 1961)

Uma alca de platina de cultura jovem em LBwenstein
-Jensen, & suspensa em um tubo de ensaio 16 x 125 mm contendo
2 ml de meio de Dubos (ANEXO 4.1) e incubado a 37°C por ete
dias, apos os quals o crescimento € usado como indculo para as
duas seguintes soluc¢odes:

A - Uma solucao de substrato a 0,001 M é preparada
pela adicao de 2,5 ml de uma solucao estoque a 0,08 M de disul
fato de tri-potassic fenolftaleina (ANEXO 4.2.) em 200 ml  do
meio completo de Dubos e distribuicdo asseptivamente em quanti
dades de 2 ml em tubos de ensaio 16 x 125 mm, verificando a es
terilidade por 24-48 horas de incubacio a 37°C. Esta concentra

cao e usada para o teste de 3 dias.

B - Uma soiucac de substrato a 0,003 M € preoparada
por adicac de 7.5 ml de solucao estoague a 0,08 M de disulfato
de tri-potassio fenolftaleina em 200 ml de meio de Dubecs com-
pleto. A distribuicao € feita em tubos de ensaio 16 x 125 nm e
verificada a esterilidade por 24-48 horas de incubagio a 379¢.

Esta concentracao € usada para o teste de duas semanas.
Técnica

Uma alIquota de 0,3 ml do indculo crescide no meio




completo de Dubos € usada para cada concentracao de substrato
0,001 M e 0,003 M e os tubos de ensaioc incubados a 37°C. Apos
3 dias, 6 gotas de uma solucdo a 2 N de carbonato de sodio (10,6
g de Na, CO, em 100 ml de agua destilada), sdo adicionadas ao
substrato 0,001 M. Apos duas semanas de incubacao 6 gotas da
solucao 2 N de carbonato de sodio sdo adicionadas ao substrato
0,003 M.

A troca de cor do substrato devera ser registrada
imediatamente. O M. fortu{ig@ e incluido como controie positi-
vo e um tubo nao inoculado com substrato o controle negativo.
A troca de cor € notada visualmente e a interpretacao feitsa

da seguinte maneira:

+ cor de rosa fraco
+ rosa palido

++ rosa

e+ vermelho fraco
44 vermelho

++~+++ vermelho forte

ANEXO 4.1

Meio de Dubos

No meio basico de Dubos € usada a seguinte composi

cao por litro:

Bacto-asparagine......... st e ... 2,0 g
Bacto-casitone...... f et e e ettt e, 0,5 g
Fosfato dissodico.......ouiuununnnnnnnn. .. 2,5 ¢
Fosfato monopotassico............ e 1,0 g
Citrato amonic-fenico.......uvuwuueeun.... 50  mg
Sulfato de magnésio 7 HyOeoiniiiiii 10 mg
Cloreto de Ccalcio...evenune e nnenn. .. . 0,5 mg

Sulfato de zinco 7 HZO"""""“‘ ...... 0,1 mg




Sulfato de cobre 5 H,O.................. 0,1 mg
Tween 80 .. i e e 0,2 mg

0 meio basico de Dubos ¢ distribuido em aliquotas

de 30 ml cm evlenmeyr's e esterilizado em autoclave 15 minu-
o B, 0 : .

tos a 121°C e estocado a 4°C. No momento do uso, para cada 180

ml do ucio bdsico, adiciona-se assepticamente:

- 20 ml de albumina bovina 5%; esterilizada por il
tracao.
- 2 ml de soludo de glicose 50%, autoclavar a 121°C

por 15 minutos.

ANEXO 4.2,

Solucao estoque a 0,08 M de disulfato de tri-potas

s1o de fenolftaleina

2,6 g de disulfato de tri-potassio de fenolftaleina
€ dissovida em 50 ml de agua destilada e esterilizada por fil-

‘racao.




ANEXO §
Teste da hidrolise do Tween 80 (WAYNE 1962)

Ura alca de platina (3 mm de diametro) de uma cul-
tura jovem crescida em meio de LBwenstein-Jensen € suspensa no
substrato de Tween 80 (ANEXO 5.1.) e incubado a 37°C por 21
dias. Sao feitas leituras aos 5 e 21 dias de incubacdo. Uma a-
mostra de M. kansasii e incluida como controle positivo e ©
controle negativo um tubo nao inoculado com substrato de Tween
80. O teste positivo € indicado quando o substrato troca a cor

ambar para vermelho-rosa.

Reagentes para o teste da hidrolise do Tween 80

A - Solucao de fosfato M/15, pH 7.0, preparada como no ANEXO
3.1.

B - Tween 80.

C - 5olucao a 0,1% de vermelho neutro.

Preparc do substrato




s ingrodicentes aciva sdao mistursdos e distribuidos
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quantidades de 2 3 4 ml enm tubos ¢e ensaio 10 x 125 =m  cs
-y - 5 (8] .

teriiizedos em autoclave a 121 C por 15 minutos.

Estes tubos podem ser estocados em refrigerador por

um periado ndo superior a duas semanas.
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ANEXO 6

Meio de Middlebrook

Middlebrook 7 H 10 agar* (desidratado)... 5,8 g
Kgua destilada eStéril...veveennnenennnn. 200 ml
Glicerina P.A. (meutra)....cueucnivunen.. 1 ml
Bacto Middlebrook OADC enrichiment*...... 20 ml

Acrescentar aos 201 ml de agua destilada glicerina
da fria 3,8 g de Middlebrook 7 H 10 agar, ferver até dissolver

completamente e esterilizar 10 minutos a 121°cC.

Deixar esfriar até 50-55°C e adicionar asseptica-
mente 20 ml de Bacto Middlebrook OADC enrichiment. Distribuir
assepticamente em tubos de ensaio com tampa de rosca e incli-
nar.

* Difco Laboratories, Detroit, Michigan USA
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ANEXO 7

Salina tamponada fenicada

Solucao concentrada

Cloreto de SOd10..iueir i ennnnnnennnn, 80 g
Na2 HPO4 {(anidro)....iiiriiiiiiinnnnnnn. 10 ¢
KH2 PO4 (ANIdro. .ttt ittt ittt teeeeannnn 4 g
Agua destilada....oiiiiinnniiinnnennnnnn. 1000 ml

Distribuir 30 ml da soluc¢d3o em frascos com capaci-
dade de 300 ml e esterilizar 15 minutos a 121°C.

Antes de usar, acrescentar 1,5 ml de fenol liqui-

do e completar o volume para 300 ml com agua destilada.




ANEXO 8
Cultura de larvas (ROBERTS & O'SULLIVAN, 1950)
A - Cultura
Fezes de bovinos e serragem previamente esteriliza
dos foram misturados até se formar uma mistura solta, promovei

do um bom arejamento no seu interior. O0s ovos obtidos de fe-

meas adultas de Qesophagostomum radiatum foram adicionados a

mistura acima, que fol umidecida sem permitir a formacao de de

positos de agua no fundo do vidro. Esta cultura foi incubada a
) . : . ..

26 - 28°C por sete dias, sendo revisada diariamente e quando

necessario umidecida.
B - Coleta de larvas

Para coleta de larvas, utilizou-se da técnica de
Bauman modificada por ROBERTS & O'SULLIVAN (1950). No proprio
vidro que contém a cultura (capacidade 200 ml, boca larga), der
rama-Se agua morna a uma temperatura ligeiramente superior a
temperatura do meio de cultura ate encher o vidro completamen-
te, formando um menisco na parte superior. Coloca-se sobre a
boca do vidro de cultura uma placa de Petri invertida e nova-
mente inverte-se o conjunto. No espaco compreendido entre 0

frasco com a cultura e os bordos da placa de Petri, derrama-se
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um pouco de agua morna até a altura de 0,5 cm. As larvas saem
do vidro de cultura e passam para a agua contida entre o vidro
€ os bordos da placa de Petri em aproximadamente duas horas. As
larvas foram colhidas por meio de pipeta juntamente com toda a
agua contida na placa de Petri e colocado em um tubo de ensaio
em temperatura de 6 a 8°C por duas horas para que as larvas se
dimentem. Ao {im deste periodo o liquido do tubo & decantado com
cuidado para que fique uma coluna de aproximadamente 1 cm do
sedimento contendo as larvas.
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ANEXO 9

Tuberculinizacao dos znimais do experimento
(LANGENEGGER et alii 1981)

Foi executada tuberculinizacio comparada utilizan-
do-se tuberculina PPD aviaria e PPD bovina produzidas pela Uni
dade de Pesquisa de Patologia Animal, EMBRAPA, Rio de Janeiro,
com uma concentragao de 0,05 e 0,1 mg por dose, respectivamen-
te. As tuberculinas foram aplicadas intradermicamente na regido
da omoplata, a primeira anterior e a segunda posteriormente &
espinha acromiana, em locais previamente depilados conm maqui-
na manual de barbeiro, a cerca de 15 cm um do outro. Para apli
cacao das tuberculinas foram usadas seringas da marca McLINTOCK *
que injeta dose automatica de 0,1 ml. A medida da espessura da
dobra da pele; antes da tuberculinizagao e 72 horas apds, na
leitura do teste, foi feita com cutimetro da marca HAUPTNER**,
equipado com mola. A interpretacao dos resultados, obedeceu ao
seguintes esquema:

* ASTRA, C.J. Hewlett & Son Ltda., Watford, Hents, Inglaterra

** H. Hauptner, Solinger, Alemanha Ocidental.




Teste comparado = iDiferenca do A.E.D.P.(mm). Resultado tuberculose
TB menor que TA - Negativo
TB maior que TA " 0,0 a 0,9 Negativo
TB maior que TA 2,0 a 2,9 Suspeito
TB maior que TA - 3,0 ou mais : Positivo
LEGENDA
TB -~ Tuberculina bovina
TA - Tuberculina aviaria
A.E.D.P. - Aumento de espessura da dobra da pele
Animals que apesar de negativos a tuberculose apre
sentavam reacoes inespecificas nao entraram no experimento.




