TECNICAS DE CULTIVO PARA ISOLAMENTO DE MYCOPLASMA
DE PULMOES DE BOVINOS'

MAIRA HALFEN TEIXEIRA LIBERAL e PHYLLIS CATHARINA ROMIJN?

RESUMO - No presente trabalho, os autores apresentam virias metodologias relativas ao isolamento
e cultura de Mycoplasma spp., com base em sua experiéncia pessoal obtida através de pesquisas com

microorganismos em pulmées de bovinos.

Termos para indexa¢dio: micoplasmose, pneumonia, bezerros,

CULTIVATION TECHNIQUES FOR MYCOPLASMA.
ISOLATED FROM BOVINE LUNGS

ABSTRACT - In the present work, the authors presented various methodologles concerning the iso-
lation and culture of Mycoplasma spp., with references on their own experience, obtained through
research work with the refered microrganisms, in bovine lungs.

Index terms: mycoplasmosis, pnesmaonia, calves.

INTRODUGAD

As exigéncias nutricionais e os fatores que limi-
tam o crescimento dos microorganismos de interes-
se em Satde Piblica constituem um problema 2
ser resolvido para que se consiga o seu isolamento
e identificagio. As peculiaridades de cada género
(e espécie} de microorganismo quanto ds suas exi-
géncias em relagdo aos meios de cultivo, tempera-
tura ideal de crescimento, tempo de incubagdo ne-
cessiria para scu desenvolvimento, morfologia, co-
loragic e caracteristicas bioquimicas, sio os pon-
tos basicos a serem observados para se obter suces-
so no seu isolamento e identificagdo, quando se
trabalha com material suspeito de determinada en-
fermidade.

Mo caso particular da micoplasmose, muitas sdo
as dificuldades encontradas para o estabelecimento
do meio de cultivo adequada a ser utilizado para o
crescimento e isolamento de Mycoplasma spp., ji
que cada espécic do microorganismo tem exigén-
cias especificas {Ogata et al. 1967),

As dificuldades se encontram também na aqui-
sicio dos produtos basicos para o preparo dos
meios de cultive, que, muitas vezes, dependem de
importagdo, o quc encarece muito os trabalhos de
laboratério, desestimulando inclusive as pesquisas,
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Além disso, devido ds caracteristicas proprias
de crescimento, nutrigio, morfologia e repicagem
desse microorganismo (Razin 1978), somente a
partir do décimo quarto dia de incubagio ¢ que sc
pode ter uma idéia da nepatividade, ou nio, do
material trabalhado, sendo necessirios pelo menos
21 dias para se afirmar que um material € positivo
ou negativo para Myecoplasma spp.

A demora para a liberagdo do resultado do exa-
me deve-s¢ a caracteristica do crescimento do mi-
croorganismo, que é lento, e 3 necessidade de
diversas subculturas em meio sélido e liquido,
além da comprovagio da sua identidade por provas
especificas (Erno & Stipkovits 1973).

Através de um projeto de pesquisa desenvolvi-
do de 1980 a 1984 pelo Laboratorie de Biologia
Animal da PESAGRO-RIO sobre a ocorréncia de
Mycoplasma sp. e Chlamydia sp. em bovinos aco-
metidos de broncopneumonias atipicas, foi possi-
vel trabalhar com 235 materiais {pulmdes e tra-
quéias), utilizando-se diversos meios de cultivo,
visando ao isolamento de Mycoplusma spp.

Os seis diferentes meios de cultivo utilizados
durante a pesquisa foram escolhidos segundo a bi-
bliografia consultada, levando-se em consideragio
os materiais trabalhados {meios que facilitassem o
crescimento das diferentes espécies de Mycoplasma
existentes em pulmdes e traquéias de bovinos) e
a disponibilidade desses meios (possibilidade de
importagio).

O presente trabalho tem por objetivo fornecer
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orientagdo quanto ao isolamento e cultivo de My-
coplasma spp., esclarecendo a metodologia empre-
gada através da andlise comparativa dos meios e
diluiges utilizadas, tempo necessirio para cresci-
mento ¢ isolamento, subculturas realizadas e resul-
tados alcangados em quatro anos de pesquisa.

MATERIAL E METODGS

Coleta do material

O material (pulmdes e traquéias) foi coletado dos ani-
mais logo apds sua morte, Foi remetido ao laboratdrio o
mais ripido possivel (as pegas intciras), acondicionado em
saco de plastico dentro de um isopor com gelo. Nos casos
em que nio foi possivel a remessa imediata, as pegas fo-
ram estocadas a -20°C, segundo recomendagao de Ruhnke
& Dreumel {(1372).

Todo o material veio acompanhado de uma ficha de
necropsia contendo a amamnese, sintomas clinicos, vaci-
nas recebidas e suspeita clinica, além da identificagio da
fazenda, do proprictario e do animal, assim como o estado
sanitdrio do rebanho (com referéncia a outros casos com
a mesma sintomatologia, na propricdade).

Pulmdes

Foram escolhidas as dreas do pulmfio que apresenta-
vam consolidagdo (associada a colapso e atelectasia); os
fragmentos de pulmio congesto; o lobo apical, cardiaco
e diafragmatico que se apresentavam firmes (duros), com
atelectasia ou de coloragdo vermelho-escura, ou ainda
fragmentos de tecido pulmonar com alteragdes nio defi-
nidas macroscopicamente (Martin et al. 1983).

Traquéia

Apés seccionada entre anéis, deu-se preferéneia aos
repletos de exsudato mucopurulento.
Tratamento do material

O material (pulmio e traquc’ia) foi triturado em caldo
PPLO (Difco), geralmente utilizando-sc pistilo e areia
estéril para auxiliar na maceracio.

Semeadura do material

O material triturado foi semeado nos diferentes meios
de cultura, fazendo-se varias diluicdes de (107! até 10°%),
para facilitar o crescimento de Mycoplasma e inibir o de
microorganismos sensiveis aos antibidticos e fungistaticos
adicionados aos meios,

Meijos de cultivo.

Os meios de cultivo utilizados rotineiramente na pes-
quisa realizada para crescimente e isolamento de Myco-
plasma foram os seguintes:
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Meio 1 - Maio basico com uréia - Para isolamento de
Ureaplasma spp. em geral (T. strains),

Maic 2 - Meio basico com cristal violeta - como inibi-
dor de crescimento bacteriane, e sem soro, para diferen-
ciar os géneros Mycoplasma (necessita de esterol) e Acho-
leplasma (ndo necessita de esterol).

Meio 3 - Meio basico com tetrazdlio - para verificar a
propricdade de reducdo do tetrazdlio de Mycoplasma spp.

Meio 4 - Meio basico com vermelho de fenol - como in-
dicador do pH do meio, e indiretamente de crescimento
(pela utilizagdo da glicose), principalmente para Mycoplas-
ma bovis e Acholeplasma sp.

Meio 5 - Meio basico simples - pcrmite o crescimento
de maior nimero de espécies de Mycoplasma.

Meio 6 - Meio basico com “mycoplasma supplement”
(Difco) ou “Mycoplasma supplement $” {Difce) - sendo
estes meios semiprontos (liofilizados) e utilizados para
isolamento de Mycoplasma spp. e Acholeplasma sp.

Preparo dos meios de cultivo para isolamento

Os meios de cultivo foram preparados segundo as téc-
nicas bacteriologicas preconizadas por Aluotto et al.
(1970). Os seis meios utilizados na presente pesquisa fo-
ram escolhidos levando-se em conta a disponibilidade de
aquisicio do material bdsico e pela orientagio da litera-
tura consultada. Acredita-se ter trabalhado com o5 meios
que propiciam o crescimento de praticamente todas as
espécies de Mycoplasma que acometem pulmdes de bo-
vinos.

Meio 1 - Preparade tendo por base 2,1 g de caldo
PPLO (Difco); 70 ml de agua destilada deionizada: 0,1 m!
de vermelho de fenol (solugio aquosa a 2%); e 0,5 ml de
suifato de manganés (MnSO4H; O - solugdo aquosa a 3%),
pH 6,0 ajustado com HCl IN.

Como aditivos, foram utilizados: 20 ml de soro de ca-
valo; 10 ml de extrato fresco de levedura (Fleischmann) a
25%; 1 ml de penicilina 10 x 10* Ul/ml e 1 ml de uréia
em solugdo aquosa a 10%.

Meio 2 - Como base, tem-se 2,1 g de caldo PPLO com
cristal violeta {Difco) e 70 ml de dgua destilada deioniza-
da. Adiciona-se ainda 1 ml de “serum fraction™ (Difco);
pH 7,8,

Meio 3 - O meio bdsico € constituido de 2,1 g de cal-
do PPLO (Difco) em 70 ml de dgua destilada deionizada.

Temn como aditivos 20 ml de soro de cavalo; 10 ml de
extrato fresco de levedura a 25%; 1 ml de acetato de talio
a 2,5% p/v; 0,25 ml de penicilina G 20 x.10* Ul/m};
1,2 ml de ADN de timo de bezerro (Sigma) a 0,2% p/ve
tetrazdlio 2 1% pH 7,8.

Meio 4 - A base de 2,1 g de caldo PPLO (Difco) e
70 ml de dgua destilada deionizada.

Adicienam-se ainda: 20 ml de soro de cavalo; 10 ml
de extrato fresco de levedura; 1.000 Ul/ml de penicilina -
G em concentragio final; 1,2 ml de ADN de timo de be-
zerro (Sigma) a 0,2% p/v; 1 ml de acetato de tdlio a 2,5%
p/v; I ml de glicose e 0,02 g de vermelho de fenol; pH 7,8.
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Meio 5 - Tem por base 2,1 g de caldo PPLO (Difco) ¢
70 ml de dgua destifada deionizada, podendo levar 0,8 g
de agar para os meios solidos.

Colocam-se, como aditivo, 20 ml de soro de cavalo,
10 ml de extrato de levedura fresco, 1.000 Ul/ml de peni-
cilina G em concentragdo final, 1,2 ml de ADN d¢ timo de
bezerro (Sigma) a 0,2% p/v, 1 mldeacetato de talio a 2,5%
plv,pl 7.8.

Meio 6 - £ compasto de 2,1 g de caldo PPLO (Difco)e
70 ml de agua destilada deionizada como basc. Pode le-
var, opcionalmente, conforme se necessite de meio soli-
do, 0,8 g de dgar purificado.

E acrescido de 4 ml de “mycoplasma supplement™
(Difco) e 4 ml de “mycoplasma supplement S (Difco).

As diferentes exigéneias das principais espécies de My-
coplasma estdo rclacionadas na Tabela 1.

Utilizagdo dos meios para isolamento

Foram utilizadas dilui¢des de 107 a 1078, em todos os
meios, do material suspeito. As leituras foram feitas com
24 e 48 horas. Todos as meios de cultivo disponivels fo-
ram utilizados para possibilitar o crescimento das diferen-
tes espécies de Mycoplasma que pudcssem estar presentes
no material trabalhado.

Meios de cultivo para crescimento

Os memos scis mcios escolhidos para isolamento fo-
ram utilizados, acrescentando-se agar-agar na concentra-
¢io de 10% para dar consisténcia solida ao meio.

As placas eram preparadas pouco antes de sua utifiza-
¢do, semeadas e incubadas a 379C em estufa bacteriologi-
¢a, em ambiente com * 5% de CO,. Eram acondicionadas
dentro de latas, com velas acesas,’e contendo algoddo em-
bebido em dgua (para evitar o ressecamento do meio}.

Foram scmeadas as maiores diluigdes onde havia tur-
vagio dos meios ou presenga de massas de crescimento
(obscrvadas com uma leve agitagdo dos tubos).

Cultura e subculturas

O material primirio foi triturado em caldo PPLO
(Difco) ¢ inoculado nos meios de cultivo ji mencionados,
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com seis diluigoes. Permancceu 48 horas na estufa, a
379C, em tubos com rolha de borracha, IPoi feita uma lej-
tura inicial com 24 horas, para verificagdo da presenga de
turvagdo (provavclmente crescimento de buctérias ou fun-
gos) ou massas de crescimente (Mycoplasma, especifica-
mente),

Das maiores diluigdes dos meios, onde havia turvagio
ou presenca de massa de crescimento, retirou-se, com uma
pipeta, 0,1 ml de fundo do tubo, ¢, com a ponta da pipe-
ta, foi-se estriundo a superficie do dgar 4 medida que o
meio liquido suspeito cra despejado sobre a placa conten-
do 0 mesmo meio de cultivo na forma solida.

As placas inoculadas ficaram de 7 a 21 dias incubadas
a 370C, em estufa bacterioldgica, ¢ em ambiente com
+ 5% de CO; ¢ umidade controladu. Aos 7, 14 ¢ 21 dias
de incubagdo, a lata foi aberta, e as placas, obscrvadas ao
microscdpio para se verificar a presenga de colonias com
morfelogia semelhante is de Mycoplasme sp. Ao incubar
novamente as placas, obseyvaram-se as mesmas exigéneiay
quanto d vels ¢ a0 algoddo.

As colonias de Mycoplasima sp. s¢ apresentum de as-
pecto clarg, com o centro mais escuro (por creseerem para
dentro do dgar), o que lhe confere o aspecto de um “ovo
frito™. Por crescerem para dentro do dgar, elas ndo sfo re-
movidas quando raspadas com a alga de platina {utilizada
normalmente para repique de colénias bacterianas).

Toda colonia que apresentou essas caracteristicas foj
cntio removida da placa, fazendo-se um corte no agar
(com a alga de platina) e retirando-se um cubinho conten-
do a colonia suspeita. Este cubinho toi celocado no mes-
mo mcio de cultivo, porém na forma liguida, incubado a
370C, por scte dias, sendo obscrvado diariamente.

Apos sete dias de incubagio, foi retirado 0.1 ml ¢ se-
meado em outra placa, do meio solido especifico, além de
semeadura em meios bacterioldgicos comuns (dgar sangue
¢ dgar eosina - azul de metileno), para verificagio da pre-
senga de bactérias contaminantus,

Essa nova placa foi incubada sob as mesmas condigaes
que a placa inicial, sendo verificada a presenca de coldnias
tipicas aos 7, 14 e 21 dias de incubacio.

TABELA 1. Espécics de Mycoplasma comumente encontradas em hospedeiros bovinos, € suas principais caracterfsticas.

Espécie Utilizagdo Redugdo de Exigéncia Exigéncia
de glicose ‘tetrazélio em esterol em uréia
Acholeplasma laidiawii + + — -
M. bavirhinis + + + —
M. bovigenitalium + + -
M. dispar + + + -
M. mycoides subsp. mycoides + + + —
M. arginini - -, + -
M. bovis + + + _
Ureaplasma (T-stain) - — + +

Fonta: LBA/PESAGRO-RIO.
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A temperatura de incubagdo de 379C, em estufa bac-
terioldgica, foi mantida durante todos os 21 dias de obser-
vagio. Toda vez que a lata foi aberta para observagdo das
placas, ao ser novamente fechada, procediase do mesmo
modo inicial, colocando-se a vela e o algoddo umedeci-
da. Para manter as placas com a umidade adequada, du-
rante todo o periodo de incubagio, as placas foram colo-
cadas invertidas, com o dgar na parte inferior,

Confirmagdo da identidade.

A confirmagio da identidade fot feita apos trés subcul-
turas consecutivas, em meios liguidos e meios sélidos, on-
de se encontrou turvagdo ou presenga de massa de cresci-
mente (em meio liquide), aliada a existéncia de colonias
com o formato de *“‘ovo {rito™ {em meio sélido), que nio
safam do dgar ao serem raspadas com alga de platina,

O nfo crescimento de coldnias nas placas de dgar san-
gue ¢ de agar cosina-azul de metileno indicou que as co-
19nias isoladas nos meios de cultivo, proprias para Myco-
plasma, ndo cram de bactérias contaminantes.

RESULTADOS

A anilise dos 235 matertais trabalhados no de-
correr da pesquisa resultou no diagnoéstico de 16
casos de micoplasmose, sendo 12 confirmados por
achados histopatologicos caracteristicos da enfer-
midade.

Com estes resultados, pode-se afirmar que, dos
seis meios de cultivo utilizados, os que apresenta-
ram maior eficiéncia foram os meios 4 e 6. Todos
os Mycoplasmas isolados cresceram nestes dois
meios, tanto no isolamento quante em subcultu-
Tas, ENquanto PouUCcOs Cresceram Nos Outros meios
e, irregularmente, em um ou dois diferentes meios.

O meio 4 teve a vantagem de apresentar um in-
dicador, o vermelho de fenol, que demonstra na vi-
ragem de coloragio a modificagio do pH do meio
de cultivo, indicando assim o crescimento de bac-
térias utilizadoras de agtcar.

© meio 6, por ser o mais rico de todos, permi-
tiu o crescimento mais ripido de Mycoplasma,
quando este estava presente no material trabalha-
do.

Estes dois meios de cultivo (4 e 6), por serem os
meios mais ricos, 20 mesmo tempo que permitiram
o crescimento de Mycoplasma, também deram
oportunidade a que outras bactérias contaminan-
tes se desenvolvessem.

As dilui¢Bes mais altas se apresentaram como as
melhores para o isolamento, cultura e subcultura
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dos materiais, uma vez que levavam a menor pro-
babilidade de desenvolvimento de bactérias conta-
minamas pela concentragio proporcionalmente
maior dos inibidores existentes no meia.

A cultura e subcultura, intercalando-se meios
sélidos e meios liquidos, foi fundamental para o
crescimento das coldnias de Mycoplasma. Da mes-
ma maneira, facilitaram o processo de confirmagio
da identidade do microorganismo.

A incubagio em ambiente com CO; e umidade
controlada foi de importincia vital no isoclamento
e manutengio da cultura. A colocagio das placas
invertidas, na estufa, deixando o 4gar na parte
superior, também foi benéfica para a manutencgio
da umidade do meio.

O nédo-crescimento de Mycoplasmas no meio
contendo uréia sugere que nesta pesquisa nenhum
representante do género Ureaplasma foi isolado.

As diferentes exigéncias nutricionais de Myco-
plasma spp. {Tabela 1) podem esclarecer o porqué
do isolamento de organismos em apenas alguns
meios.

Nesta pesquisa, as espécies de Mycoplasma iso-
ladas ndo puderam ser determinadas, por nio se
dispor, no Brasil, dos anti-soros especificos neces-
sdrios para o teste da inibigdo do crescimento,

DISCUSSAQD

O isolamento e o cultivo de Mycoplasma spp.
requerem cuidados que vio desde a coleta do ma-
terial, preparo e escolha dos meios de cultivo, tem-
peratura e modo de incubagio, até a habilidade de
percepgdo, ao microscdpio, de colbnias com a mor-
fologia tipica, preconizada para a identificacio do
microorganismo.

A coleta do material em tempo hdbil e de forma
correta ¢ a remessa destes para o laboratério nas
condi¢des de conservagio ja mencionadas sdo os
primeiros passos para o sucesso da diagnose.

Pode-se usar, ainda, para auxiliar na identifica-
gdo, a coloragio de Diene, feita nas placas de cul-
tivo, onde as coldnias de Mycoplasma ficam im-
pregnadas de um azul intenso, enquanto as de ou-
tras bactérias perdem a coloragio, que se difunde
pelo dgar (Eichwald et al. 1973).

A sorologia também é pritica utilizada em di-
versos paises para detecgio da Micoplasmose em
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bovinos (Hijkovd & Jurmanova 1983), onde hi
possibilidade de adquirir os antigenos ¢ os anti-so-
ros marcados, sendo muito utilizada no estudo da
micoplasmose humana (Clyde 1964).

Por ndo se dispor de anti-soros especificos, nio
foi possivel a classificagio dos Mycoplasmas isola-
dos em espécies, Como esta classificagio nio pode
ser feita em relagio i morfologia das coldnias, jd
que uma mesma espécie pode apresentar coldnias
grandes e pequenas e visto que existem infecgdes
onde diferentes espécics de Mycoplasmas acome-
tem um mesmo animal, os isolamentos foram con-
siderados como sendo Mycoplasma sp.

Os resultados alcangados no cultivo e isolamen-
to de Mycoplasma devem estar sempre associados
a achados e lesdes histopatologicos, que possam
responsabilizar o Mycoplasma isolado como causa-
dor da enfermidade, j& que existem representantes
deste grupo de microorganismos tidos como sapré-
fitas,

A procura de uma metodologia pritica, eficien-
te e adaptada ds condi¢des econdmicas e estrutura
fisica dos laboratdrios de diagndstico € necessaria,
dado ¢ nfdimero crescente de Obitos em bovinos
com sintomatologia de afecgBes pulmonares nio
identificadas, diagnosticades no estado do Rio de
Janeiro.

Este artigo cientifico teve por objetivo descre-
ver os meios de cultivo que poderdo ser utilizados
na tentativa de isolamento de Mycoplasma de pul-
mdes e traquéias de bovinos. As diferentes técnicas
para classificagio das espécies de Mycoplasma ndo
foram mencionadas por serem extensas e fugirem
ao propdsito deste trabalho.

O trabalho apresentado, pioneiro no Estado, foi
exaustivo, realizado durante quatro anos de pes-
quisa e, embora fornecendo resultados titels para o
diagnéstico da micoplasmose bovina, nio é defi-
nitivo, devendo ser aprimorado para melhor auxi-
liar no controle e combate da enfermidade.
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