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ESTUDOS SOBRE A PARATUBERCULOSE

III. ISOLAMENTO DO MYCOBACTERIUM PARATUBERCULOSIS
EM EMBRIAO DE GALINHA *

NorMA MORAES DA SILVA **

I. INTRODUCAO

Os trabalhos experimentais sobre Paratuberculose, no sentido de se encon-
trar um animal de laboratoério sensivel 4 inoculacdo do Mycobacterium paratu-
berculosis, tém sido realizados desde longa data e por diversos autores.

Inoculacdes do Mycobacterium paratuberculosis em animais de laboratéric
tém sido realizadas com mais freqiiéncia em coelhos> ®™ e em hamster® mas
com pouco sucesso. Rankin™ entretanto relata que coelhos inoculados intra-
venosamente com 2 semanas de idade, desenvolveram lesdes tipicas e sintomas
da doenca.

Francis® conseguiu produzir uma infeccdo progressiva em camundengos
com 14 dias de idade, a qual se iniciou no figado e baco e eventualmente
envolveu também o trato intestinal. Lominsky, Cameron e Roberts®, encon-
traram que camundongos inoculados por via intravenosa ou intraperitonial ex-
cretaram o bacilo nas fezes por 8 a 16 meses e que as lesdes contendo os bacilos
estavam presentes nos intestinos, ganglios linfaticos mesentéricos, figado e bago.

As inoculacOoes em ovos de galinha embrionados tém sido entretanto raras.
Stavitsky ¥, em 1946, inoculou quatro amostras padrdes de Mycobacterium para-
tuberculosis em ovos de galinha embrionados. O referido autor usou para a
realizacio déste trabalho ovos de galinha embrionados com 11 dias de incubacao
e as inoculacdes foram feitas por diversas vias. Das amostras inoculadas apenas
uma, “Strain M”, apresentou crescimento, produzindo lesbes na membrana cério-
-alantoide, quando inoculada por esta via.

No presente trabalho conseguimos o isolamento do Mycobacterium paratu-
berculosis em ovos de galinha embrionados diretamente de fragmentos de gan-
glios mesentéricos de um bovino com Paratuberculose *.

II. MATERIAL E METODOS

Para o isolamenao do Mycobacterium paratuberculosis em ovos de galinha
embrionados, realizamos inoculacdes de suspensoes de ganglios mesentéricos tri-
turados provenientes de um bovino no qual diagnosticamos a Paratuberculose *.

Preparo da suspensdo: — a suspensdo usada como inoculum foi preparada
a partir de ganglios linfaticos mesentéricos e obtida da seguinte maneira: apés
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flambagem da superficie dos ganglios com uma espatula de metal fortemente
aquecida na chama de um bico de Bunsen, retirou-se fragmentos de cérca
de 1 cm’

Estes fragmentos, empregando-se o maior rigor de assepsia, foram tritu-
rados em gral, adicionando-se em seguida 30 ml de séro fisiolégico a 8,5 por mil
O volume da suspensio obtida foi medido e dividido em duas partes, A e B.

Suspensdo A, com vitamina K: & parte A da suspensio obtida foi acres-
centada, em substituicio ao “fator essencial de crescimento”, a vitamina K
(7, 15), contida em um produto comercial, cuja férmula é a seguinte

Vitamina K hidrossolivel ................. 0,015 g
Gelatina purissima ........................ 20 g
Agua destilada q.s.p. ........ ... 20 ml

Para cada ml da suspensdo A adicionou-se 0,1 ml déste produto comercial.
Suspensdo B, sem vitamina K: a parte B da suspensio de gianglios mesenté-
ricos foi utilizada sem adicao de quaisquer substancias.

Inoculacdo em ovos embrionados: para as inoculacoes foram utilizados ovos
de casca branca, provenientes de granja oficial, a qual faz periodicamente o
contrdle da Pulorose.

Usamos para a inoculacido de cada suspensao 22 embrides, sendo 11 com
4 dias e os restantes com 11 dias de incubacdo. Foram utilizados como teste-
munhas 6 embrides para cada suspensio, os quais ndo foram inoculados.

Estes ovos eram incubados em chocadeira elétrica, regulada a 37°C e com
uma umidade de 60 a 65°, sendo examinados ao ovoscopio antes da inoculacao
para marcacdo da camara de ar e do embrido, e colocado em recipientes
especiais com a cidmara de ar para cima.

Para efetuar a inoculagcio conforme Camargo? se desinfetava o vértice
da camara de ar com tintura de iodo diluida a 1% e néste local se fazia uma
perfuracdo com um aparelno especial (Dremel-moto tool) de 1 a 2 mm de
didmetro, para permitir a passagem da agulha. Para a inocula¢ido utilizamos
agulhas 40x5, que eram introduzidas através da cimara de ar dirigindo-se-a
para o lado oposto onde se encontra o embrido, de maneira que o inoculum,
cuja quantidade era de 0,2 ml, ficasse depositado no saco vitelino. Feitay as
inoculacdes as perfuracdes eram fechadas com uma mistura em partes iguais,
de parafina e céra de abelhas.

Os ovos inoculados eram novamente levados & incubadeira onde permane-
ciam, sendo feito diadriamente o controle da viabilidade dos embrides, com o
auxilio do ovoscépio. Havendo embrides mortos os ovos eram abertos, com
todos os cuidados de assepsia, através da camara de ar, cortando-se a casca
e deixando-se descoberta a membrana da casca que era separada com ajuda
de pincas junto com a Amnio-alantoidiana, ficando desta forma descoberto o
embrido, o qual era colocado em uma placa de Petri estéril. O contréle da
presenca, do Mycobacterium paratuberculosis era feito por meio de esfregacos
da gema, corados pelo método de Ziehl-Neelsen™®,

As inoculacbes subseqgiientes ao isolamento foram realizadas em embrides
com 4 e 7 dias de incubacdo, com uma suspensio da gema em salina estéril,
correspondente ao tubo n° 3 da escala de Mc Farland, usando-se sempre a
mesma via de inoculacio, e deixando-se um numero de testemunhas igual ao
de ovos inoculados.

Cultura em meios artificiais: as culturas do Mycobacterium paratuberculo-
sis foram feitas em meio de Hohn com glicerina, a partir da gema, figado, baco
e encéfalo dos embrides.
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III. RESULTADOS

Os resultados obtidos das inocula¢des em ovos embrionados podem ser su-
marizados da seguinte forma.

Suspensdo A, com vitamina K: nos 5 primeiros dias apos a inoculacido
morreram dos 44 ovos inoculados, 18 embrides que se revelaram negativos ao
exame bacterioscopico da gema e do embrido. Decorridos 10 dias da inoculacido
morreu mais um embrido que revelou ao exame microscopico de esfregagos
da gema, corados pelo método de Ziehl-Neelsen, a presenca de alguns bacilos
4lcool-acido resistentes. Quatro dias depois, isto é, com 14 dias de inoculado
morreu mais um embrido no qual constatamos grande riquesa do Mpycobacte-
rium paratuberculosis nos esfregacos da gema e fambém nos de figado, baco e
encéfalo. Os dois embrides restantes foram sacrificados e revelaram-se positi-

vos ao exame bacterioscopico. Todos os embrides positivos faziam parte do grupo
inoculado com 4 dias de incubacao.

Suspensdo B, sem vitamina K: dos 22 ovos embrionados inoculados com a
suspensao B, 13 morreram e os outros foram sacrificados, efetuando-se em todos
o contrble bacterioscopico por meio de esfregacos da gema e embrido corados
pelo método de Ziehl-Neelsen, revelando a totalidade resultado negativo.

Nos embrides inoculados nao se notam lesdes macroscopicas, chegando os
ovos muitas vézes & eclosdo. Estes pintos que nasceram dos ovos inoculados,
foram sacrificados com 1, 2, até 10 dias de idade, verificando-se que sdo posi-
tivos apenas até a gema ser totalmente reabsorvida. Apés o desaparecimento

da gema nado encontramos mais nenhum bacilo alcool-acido resistente.

Sob o ponto de vista da morfologia do Mycobacterium paratuberculosis
notamos ao exame dos esfregacos corados pelo método de Ziehl-Neelsen que
os bacilos apresentavam-se mais granulados do que quando cultivados em meios
artificiais, e parece-nos também um pouco mais grossos.

Cultura em meios artificiais: — Os tubos de meio de Hohn com glicerina?,
semeados com a gema e 6rgaos dos embrides positivos, apresentaram apés 6
dias em estufa a 37°C, crescimento abundante, sem colonias isoladas, de um
induto com pigmento da cor da gema do ovo. O exame de esfregacos das
culturas obtidas, corados pelo método de Ziehl-Neelsen, revelou tratar-se de
crescimento puro de Mycobacterium paratuberculosis. Esta pigmentacio é
até o momento persistente nas repicagens sucessivas em meio de Hohn com
glicerina.

IV. COMENTARIOS

Baseados nos trabalhos de Wooley e Mc Carter”, e de Kujungiev”’
que ja haviam usado com sucesso a vitamina K em substituicdo ao extrato
de Mycobacterium phlei, nos meios de cultura para o Mycobacterium paratu-
berculosis, adicionamos a referida vitamina & uma das suspensdes a ser ino-
culada. %ste artificio de técnica proporcionou resultados satisfatérios, pois,
como se pode verificar no item de RESULTADOS, s6 conseguimos isolar o
Mpycobacterium paratuberculosis dos embrides inoculados com a suspensdo de
ganglios adicionada de vitamina K. As inoculacbes subsequentes foram entre-
tanto realizadas com suspensio da gema em salina estéril, sem a adicdo de
quaisquer substancias, obtendo-se crescimento abundante.

Escolhemos o saco da gema como via de inoculacdo em face de ser nossa
intencdo néste trabalho, isolar o Mycobacterium paratuberculosis mais rapida-
mente do que em meios de cultura artificiais, facilitando assim o diagndstico.
Como sabemos ser a gema rica em substincias nutritivas™, e usada na
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elaboracao da maioria dos meios de cultura para o género Mycobacterium, foi
esta via por nés preferida.

A granulacao dos bacilos, assim como a pigmentacido das culturas, verifi-
cadas nesta amostra isolada em ovos embrionades, ja4 haviamos anteriormente
obtido, embora mais discretamente no tocante 4 pigmentacido, em inoculacdes
de uma amostra padrao de Mpycobacterium paratuberculosis em ovos embrio-
nados. Trata-se da amostra “strain 7”7, recebida de Hannover, por gentileza do
Sr. Professor Dr. Wagener, sem maiores detalhes.

Nassal’, quando se refere a modificacdo da férmula do meio de Petragnani,
em que aumentou consideravelmente a quantidade da gema de ovos, diz que
éste aumento favoreceu a formacio do pigmento das diversas amostras de My-
cobatcerium tuberculosis.

Estamos presentemente realizando inoculagées experimentais, desta amostra
de Mycobacterium paratuberculosis isclada em ovos embrionados, em bovinos
e ovinos, assim como em ovos embrionados por outras vias que ndo o saco
da gema.

V. RESUMO

A autfora trabalhando com uma suspensio de ganglios linfaticos mesenté-
ricos, de um bovino com Paratuberculose, isolou o Mycobacterium paratuber-
culosis em ovos de galinha embrionados. Foram utilizados para o isolamento
ovos com 4 dias de incubacdo, e as inoculacoes foram feitas no saco da gema
com a suspensao de ganglios adicionada de vitamina K. Foi constatado cresci-
mento abundante do Mycobacterium paratuberculosis 14 dias apds a inoculacio.
por meio de esfregacos da gema corados pelo método de Ziehl-Neelsen. Culturas
feitas a partir da gema e orgdos do embrido em meio de Hohn com glicerina,
revelaram crescimento rico de Mycobacterium paratuberculosis com pigmento
da cor da gema do ovo. E relatada wa maior granulacio deos bacilos apés a
passagem em ovos embrionados.
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STUDIES ON JOHNE’S DISEASE

III. ISOLATION OF MYCOBACTERIUM PARATUBERCULOSIS
IN CHICKEN EMBRYOS

Abstract

The author working with mesentheric lymph nodes from a cattle with
Johne’s disease, isolated the Mycobacterium paratuberculosis in developing
chicken embryos. For the isolation were used embryos with 4 days of incubation
and the inoculations were made in the yolk sac, with the mesenteric lymph-
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nodes suspension added vitamin K. Abundant growth of Mycobacterium para-
tuberculosis were obtained 14 days after egg’s inoculation. Cultures mades
from yolk sac and embryo organs in Hohn’s medium with glicerin, revealed
luxurious growth of Mycobacterium paratuberculosis with orange pigment. It’s
related more granulation in the Johne’s bacillus after chick embryo passage.
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