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Introducao

O sistema de criacao de suinos em cama sobreposta favorece a ocor-
réncia de linfadenite granulomatosa, infeccao causada por bactérias do
Complexo Mycobacterium avium (MAC), acarretando significativo pre-
juizo econdmico para a suinocultura, devido a condenacao das carcacas
acometidas. A linfadenite granulomatosa é, atualmente, o maior limitan-
te para a adesao do sistema de criacao de suinos em cama sobreposta
nas regioes de suinocultura intensiva, pois a prevaléncia dessas lesoes
€ superior nos suinos criados em cama, quando comparados ao sistema
convencional (AMARAL et al., 2006).

O papel da cama sobreposta como ambiente favoravel a manutencao e/
ou multiplicacao do agente ainda nao esta totalmente esclarecido. Os
diferentes tipos de substratos, bem como praticas distintas de manejo
neste sistema, podem interferir no processo de compostagem da cama
e, consequentemente, na sobrevivéncia dos microorganismos ali pre-
sentes. Neste contexto, para identificacao de alternativas de prevencao
e controle de MAC no sistema de cama sobreposta, faz-se necessario o
estudo microbiolégico do agente neste ambiente.

Entretanto, as pesquisas de micobactérias a partir de espécimens am-
bientais, como solo, 4gua e cama de suinos, sao limitadas pela falta de
técnicas eficientes na deteccao do agente, pois nestas amostras encon-
tra-se uma quantidade e diversidade de microorganismos que devem ser
suprimidos quando se busca a pesquisa especifica de Mycobacterium
sp. O longo tempo de geracao das micobactérias patogénicas, e de al-
gumas oportunistas de interesse em saude publica e animal, resulta em
periodos de incubacao que podem variar de 21 a 60 dias nos cultivos in
vitro, dependendo da espécie envolvida. O tempo de incubacao, entao,
é um dos fatores que limita o sucesso da recuperacao de micobactérias
em amostras de cama de suinos, pois outros microrganismos de cres-
cimento rapido (entre 24 e 48 horas) se difundem nos meios de cultura
impedindo o isolamento dos agentes de crescimento lento. Assim, o
sucesso da recuperacao de Mycobacterium sp. partir de espécimens
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ambientais depende de processos capazes de eliminar outros microrga-
nismos, preservando seletivamente as micobactérias.

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi adaptar e otimizar uma técnica seletiva de
descontaminacao de amostras de cama para isolamento de micobacté-
rias, com suficiente poder de deteccao, para estudos epidemioldgicos
de MAC no sistema de cama sobreposta.

Resultados e discussao

Ao todo foram testadas 80 variacoes de técnicas de descontaminacao,
todas em cinco repeticoes e cada repeticao em triplicata, sendo trés
tubos de cultivo para cada repeticao/técnica. As variacoes das técnicas
foram testadas para maravalha e casca de arroz separadamente, ambas
contaminadas experimentalmente com uma amostra padrao de Myco-
bacterium avium sub-espécie hominisuis, de origem suina.

As técnicas de descontaminacao para cultivo de micobactérias ava-
liadas foram variacdes dos métodos de descontaminacao de Petroff
(método basico) e Léewenstein Jensen (método acido) modificados,
acrescidos de uma etapa com uma solucao de cloreto de benzalcénio
(ELLSWORTH et al, 1980). As variacoes do método de Petroff foram
combinacoes de diferentes quantidades de cama processada (3 e bg),
concentracao (5 e 10%) e tempo de exposicao (20, 25, 30 35 e 40
minutos) ao coloreto de benzalconio, lavagem do material apds a utili-
zacao do desinfetante (sim e nao), concentracao (3 e 4%) e tempo de
exposicao de hidroxido de sddio (20 e 25 minutos).

Das 80 variacoes das técnicas de Petroff e Loewenstein Jensen tes-
tadas, 46 apresentaram 100% de contaminacao nas cinco repeticoes,
13 apresentaram contaminacao > seis tubos de cultivo entre os 15 das
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cinco repeticoes e entre as 21 restantes seis apresentaram > dois tubos
contaminados por repeticao da técnica. As 15 técnicas restantes foram
avaliadas conforme o nimero de UFCs de MAC recuperados, conside-
rando-se também a variabilidade entre as repeticoes dentro das técni-
cas (repetibilidade). A Figura 1 apresenta o percentual de contaminacao
por n°® de tubos/repeticao/técnica, nas 80 variacoes testadas. A Figura
2 apresenta numero de UFC de MAC recuperadas em 15 variacoes de
técnicas de descontaminacao, com contaminacao < cinco tubos nas
cinco repeticoes e recuperacao de MAC > cinco UFC por técnica.

m>4<10UFC
H=>11<20UFC
m2>21<30UFC
m>31UFC

Figura 1. Percentual de contaminacao por tubo/técnica, considerando as cinco
repeticoes nas 80 variacdes testadas

m=>4<10UFC
m=11<20UFC
m221<30UFC
H>31UFC

Figura 2. Numero de UFC de MAC recuperadas em 15 variacdes de técnicas de
descontaminacao, onde obteve-se contaminacao < cinco tubos nas cinco repeti-
coes e recuperacao de MAC > cinco por técnica
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Entre as 15 técnicas mencionadas na Figura 2, quatro (27 %) apresen-
taram nivel de descontaminacao satisfatério, sendo trés com descon-
taminacao total e uma com apenas um tubo contaminado, entre os

15 das cinco repeticoes em triplicata. Dessas, duas foram aplicadas a
maravalha e duas a casca de arroz. A selecao da técnica mais eficiente
para cada tipo de cama baseou-se no maior numero de UFCs recupera-
do com menor contaminacao.

Houve grande variabilidade entre as cinco repeticoes em todas as técni-
cas testadas, entretanto as que apresentaram melhor poder de detec-
cao, ou seja, maior numero de isolados/repeticao, também apresenta-
ram variabilidade menor entre as repeticoes.

De maneira geral, a descontaminacao seletiva da cama de casca de
arroz foi mais dificil do que a maravalha, apresentando maior percentual
de contaminacoes na maioria dos protocolos. Entretanto, os melhores
resultados de descontaminacao seletiva e nimero de UFCs recuperado
foi obtido pela mesma técnica, para ambos os materiais de cama.

A técnica otimizada apresentou resultados satisfatérios quanto a des-
contaminacao de amostras ambientais para pesquisa de micobactérias,
entretanto o carater quantitativo mostrou-se limitado. A grande varia-
cao no numero de isolados obtidos em cada repeticao da mesma amos-
tra/técnica demonstra a baixa repetibilidade do método, o que restringe
sua aplicacao para fins quantitativos, como a enumeracao de UFCs. Em
amostras ambientais, a baixa repetibilidade das analises microbioldgi-
cas é um achado frequente, podendo estar associada tanto a técnica
laboratorial quanto a natureza da amostra. Técnicas de descontami-
nacao para cultivo de micobactérias em materiais com elevada carga
contaminante, como solo, agua e fezes tém sido pesquisadas (BALIAN
et al., 2002; FALKINHAM, 1996; 2004; OLIVEIRA et al., 2007; PA-
RASHAR et al., 2004), e sao apresentadas conforme a capacidade de
eliminar a microbiota contaminante com menor comprometimento das
micobactérias, porém sem levar em consideracao o poder quantitativo e
repetibilidade.
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O processo de descontaminacao de solo, por exemplo, envolve trés
etapas: dissociacao de M. avium da matéria particulada, concentracao
e desinfeccao. Este processo reduz 95% de M. avium presentes na
amostra, recuperando apenas 5% do agente e somente 0,25% do total
de micobactérias do solo pode ser recuperada como unidades formado-
ras de col6énias (FALKINHAM, 1996). Similarmente, o processo aplicado
a descontaminacao seletiva de cama sobreposta segue a mesma se-
guencia, resultando nas mesmas limitacoes quantitativas. Além disso,
ha diferencas quanto a resisténcia a distintos métodos de descontami-
nacao entre espécies de micobactérias (PARASHAR et al., 2004).

Falkinham (2004), ao investigar M. avium em amostras de agua, encon-
trou correlacao positiva entre o niumero de UFC de M. avium isolados e
a turbidez (material particulado) das amostras. Isto se deve a hidrofobi-
cidade caracteristica deste género bacteriano, o que explica que grande
parte das micobactérias presentes na amostra (clinica ou ambiental)
possa ser perdida na transferéncia de recipientes, aderidas as pare-

des de tubos de ensaio, durante o procedimento de descontaminacao
(FALKINHAM, 2004). Neste sentido, é plausivel concluir que parte das
unidades bacterianas inoculadas nas amostras ficaram retidas nas par-
ticulas de cama, excluidas da fracao propriamente testada, restringindo
qualquer interpretacao quantitativa.

De fato, pesquisas de micobactérias em cama de suinos tém sido
realizadas sem levar em consideracao o nimero de UFCs isolados em
cada amostra. Ainda assim, o valor do exame bacteriolégico qualitati-
vo de micobactérias em espécimens ambientais permite fazer inferén-
cias sobre o papel do ambiente como fonte de infeccao (FALKINHAM,
1996; MATLOVA et al., 2005; SONGER et al., 1980). Embora sua
interpretacao seja menos abrangente do que uma técnica quantitativa,
o protocolo pode ser aplicado em pesquisas de micobactérias em cama
sobreposta, possibilitando responder questoes relativas a epidemiologia
das micobacterioses suinas nesse sistema de producao.
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Geracao/adaptacao de tecnologia

O resultado deste trabalho foi a otimizacao de uma técnica de descon-
taminacao seletiva.

Consideracoes finais

O método de descontaminacao seletiva, adaptado e otimizado neste
trabalho apresenta melhor poder de deteccao de micobactérias em
cama sobreposta de suinos, quando comparado aos métodos conven-
cionais de isolamento a partir de espécimens ambientais, sendo util
para estudos da epidemiologia desses patdgenos.
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