MICOBACTERIAS ATIPICAS ISOLADAS DE AMIGDALAS E
' LINFONODOS DE BOVINOS*®

CHARLOTTE HUBINGER LANCENEGGER? e JEROME LANGENEGGER?

SmopsE~- O exame bacteriolégico das amigdalas e dos linfonodos submaxilares, pré-paroti-

dianos e retrofaringeos de 88

ovinos aparentemente normais, abatidos em matadouro, per-

mitiu o isolamento, de 19 (21,5%) animais, de 29 culturas de micobactérias atipicas per-

tencentes aos grupos II e III de Runyon.

Das amisda]as foram identificadas 1 cultura de Mycobacten‘uﬁz avium, 3 de M. scrofu-

laceurn, 2

e M. gordonae, 4 de M. intracellulare e 5 do complexo M. terrae.

Dos linfonodos foram identificadas 1 cultura de M. avium, 8 de M. scrofulaceum, 1 de
M, gordonge, 1 de M. xenopi, 1 de M, intracellulare e 4 do complexo M. terrae,

Virias destas culturas, inoculadas em cobaizs, intradermicamente, na dose de 0,1 mg de
peso mido, provocaram ulceragies da pele e, quando inoculadas por via intramuscular, na
dose de 1 mg de pese iimido, produziram lesdes locais sob a forma de abscessos.

Algumas das amostras de M. screfulaceum, M. gordonge e M. xenopi, inoculadas em
suinos por via intradérmica, na dose de 2 mg de peso ‘imido, desenvolveram ulceragies da

pele e metéstases ganglionares,

Termos de indexagdo: Micobactérias atipicas, bovinos, amigdalas, linfonodos, micobacteriose.

INTrRODUGAO

Micobactérias, ditas atipicas, encontram-se ubigiiitaria-
mente na natureza, variando, no entanto, de regiio para
regiio, a concentracio e a freqiiéncia das diferentes
espécies (Beerwerth & Schurmann 1969, Bonicke 1966,
Chapmann 1971, Tison et al. 1968).

No Brasil, o estudo deste assunto ainda ndo foi alvo
de maior atengfio, embora Gontijo Filho {1972) tenha
demonstrado a existéncia de rica flora de micobactérias
em amostras de solo do Rio de Janeiro. Indiretamente,
através de expectoragGes, excregdes e lavagens géstricas
de pacientes humanos e érgios normais e lesados de
animais, numerosas espécies . de micobactérias atipicas
foram identificadas no Rio de Janeiro, em S. Paulo,
em Recife, no Paranid e em Brasilia (Andrade 1971,
Andrade & Santiago 1971, Castro & Nemoto 1972,
Castro & Campedelli ¥.° 1975, Correa 1971, Correa &
Correa 1973, Gontljo F.° et al. 1971, 1974, Langenegger
et al. 1978, 1975, Langenegger & Langenegger 1974,
Magalhfies 1985, 1966, Magalhdes et al. 1972), -

O contacto destas micobactérias com o homem e com
os animais se estabelece em diversas circunstincias,
sendo possivel através de aerossbis, mas ocorre princi-
palmente quando elas sdo veiculadas pela igua ou pelo
alimento. Co

: Na medicina veteriniria, além dos aspectos de sat-
de piblica e da aciio patogénica sobre o organismo ani-
mal, as micobactérias atipicas assumem interesse espe-
cial, pois infecgfies por vérias espécies podem sensibili-
zar bovinos e assim mascarar cu dificultar o diagnéstico
alérgico da tuberculose, de vital importincia na vigi-
lincia sanitiria dos rebanhos.

Micobactérias atipicas, principalmente do grupo III de
Runyon, vém sendo ocasionalmente isoladas de linfo-
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nodos e orgios lesados ou aparentemente sadios de bo-
vinos que apresentavam reagles paralérgicas 3 tubercu-
lina bovina e avidria (Kalbe et al. 1973, Mai & Richter
1972, Mallmann et al. 1985 Shimizu & Tsukamura
1974, Tuboly & Szabo 1967).

Procurando apenas detectar a presenca de micobacté-
rias atipicas, Castro e Nemoto (1972) examinaram bac-
teriologicamente ginglios linfiticos mediastinicos e me-
sentéricos de 252 bovinos de abate, aparentemente nor-
mais, do Estade de §. Paulo, e conseguiram isolar e
identificar uma estirpe de M. scrofulaceum, M. gordo-
nae e M. flavescens do grupo II de Runyon, 9 amos-
tras de M. intracellulare (sorotipos IIIb, VI, VII, Dent,
Watson e Chanee) e 3 de M. triviale, além de 2 nio
identificadas do grupo III e ainda 3.amostras nio iden-
tificadas do grupo 1V de Runyon.

No presente trabalho foi investigada a presenca de
micobactérias nas amigdalas e linfonodos da cabega de
bovinos aparentemente normais, com o intuito de obter
informes sobre a ocorréncia destes germes em bovinos
do Estado do Rio de Janeiro e de avaliar seu grau de
patogenicidade através de testes em cobaios e suinos.

MATERIAL E METODOS

Coleta de material

Foram utilizados bovinos de abate, procedentes do Es-
tado do Rio de Janeiro e de regides vizinhas do sul e
leste do Estado de Minas Gerais e do sul do Estado
do Espirito Santo, 4reas em que predomina a criagfo
de gado leiteiro, A idade média dos animais estava em
torno de cinco anos; no entanto, entre eles figuravam
também machos velhos castrados ¢ fémeas nio produ-
tivas.

Neo matadouro foram colhidos, ao acaso, apds aber-
tura mediana do crinio, a amigdala e os linfonodos
submaxilar, retrofaringeo e pré-parotidiano de uma das
metades da cabega. Cada 6rgio era identificado, acon-
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dicionado em recipiente estéril e refrigerado durante o
transporte,

Exame bacterioldgico

No laboratério cada material era despido do tecido con-
juntivo adiposo envolvente, inspecionado macroscopica-
mente e, antes de ser seccionado em fatias de 2 a 8 mm
de espessura, era mergulhado em 4lcool e flambado
bem como colocade sobre papel esterilizado, Para cada
érgio era utilizado instrumental previamente esteriliza-
do. De cada dérgio retiraram-se, de vérios pontos, cerca
de dois gramas de material, que ers triturado em gral
e areia estéreis. A descontaminagio era feita com solugio
de 4cido sulfirico a 6%, na proporgdo de 1:6 do ma-
terial triturado, durante 30 minutos, incluinde-se a cen-
trifugagio de 15 minutos a 2.000 rpm. O depdsito era
ressuspenso em 10 ml de soluto fisioldgico e, apds lava-
gem, semeado em tubos de Lowenstein-Jensen com gli-
cerina € aeragio e no mesmo meio sem glicerina e
sem aeragio. As culturas eram incubadas em estufa bac-
teriolégica a 37°C durante 2 meses, fazendo-se o con-
trole bissemanal para registrar o crescimento, forma e
coloragdo de colbnias suspeitas. ?uando estas atingiam
desenvolvimento adequads eram feitos controles micros-
cépicos e subculturas para o processo de identificagio.

O triturado de cada amigdala, antes da descontami-
nago, era semeado em Agar sangue,

Identificacdo das micobactérias

Com um imico tubo de cultura com crescimento abun-
dante realizaram-se os testes de niacina, de catalase 2
temperatura ambiente e a 68°C e de redugio de nitra-
tos, o que permite diferenciar o M, tuberculosis e M.
bovis entre si e das micobactérias atipicas (Andrade
1968, 1970). A identificacio das micobactérias atipicas,
além do controle da rapidez do crescimento e da pro-
du¢io de pigmento no escuro e na Juz, baseou-se nas
provas de arilsulfatase (ripida e lenta), hidrolise do
Tween {aos 5 e 21 dias), redugio do telurito {aos 3
dias) e nos testes da urease, da pirazinamidase e da
nicotinamidase. (A caracterizacio sorclégica das amos-
tras do complexo M. avium-intracellulare-scrofulaceum
foi feita pelo Centro Panamericano de Zoonosis com an-
ti-soros fornecidos pelo U.S. — Japan Cooperative Me-
dical Sciences Program-NIAID). :

Testes de patogenicidade

As culturas de micobactérias identificadas foram ino-
culadas, por via intradérmica, na dose de 0,1 mg de
cultura tmida, e por via intramuscular, na dose de 1
mg, em cobaios. As culturas de M. serofulaceum, M.
gordonge e M. xenopi foram também inoculadas em
suinos noves (= 60 dias de idade)} na dose de 2 mg,
por via intradérmica, na regiio da omoplata, drea de
drenagem do centro linfatico-pré-escapular,

REsuLTADOS

A inspeciio macroscopica das 88 amigdalas revelou que
10,5% nao apresentavam alteragbes macroscépicas, 14,4%
continham acimulo de muco espesso retido na Iuz dos
tabulos ou na abertura do érgdo, 18,4% deixavam trans-
parecer pontos amarelo-esbranquigados com didmetro de
até 2 mm (contetdo indeterminével macroscopicamente)
e 56,5% apresentavam abscessos e Areas necrdticas, uni-
cas ou multiplas, com didmetro variando de 2 a 10 mm,
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com acentuada deformacio de tubos glandulares e da
propria amigdala, O pus dos abscessos era, geralmente,
bastante espesso e de coloragio amarelada on amarelo-
esverdeada e as dreas neecrdticas eram constituidas ora
por massas caseosas, ora por substincias ressecadas de
aspecto calcério,

Quapro 1, Micobactérias isoladas de amigdalas e de linfonodos
da cabeca de 88 bovinos de abate
Isolamentos Isclamentes
Tspéeies de amigdalas de linfonodos
Grupo IT GrupeIII  Grupe II Grupo IIL
M, serofulaceum 3 [i}
M. gordonae 2 1
M, zenopi 1
M, arium 1 1
M, intraceilulare 4 1
Complexo de M. terrae 5 4

Nos linfonodes nio foram encontradas lesdes macros-
copicas granulomatosas ou necréticas que pudessem sus-
peitar lesSes tuberculdides, Nio foi feito estudo histo-
patolégico das amigdalas nem dos linfonodos.

O exame bacterioldgico das amigdalas, visando de-
tectar micobactérias, permitiu o isolamento de 1 amos-
tra de M. avium, 3 de M. scrofulaceum, 2 de M. gor-
donae, 4 de M. intracellulare ¢ 5 do complexo M, ferrae,
e dos linfonodos da cabega, 1 amostra de M. avium,
6 de M. scrofulaceum, 1 de M, gordonge, 1 de M.
xenopi, 1 de M. intracellulare e 4 do complexo M. ter-
rae, totalizando 29 culturas de micobactérias atipicas
dos grupos 11 e III de Runyon, como mostra o Quadro
1. Estas 29 culturas foram isoladas do material de 19
do(s:l 88 bovinos, ou seja, de 21,5% dos animais exami-
nados. :

A identificagio bioquimica das seis espécies de mico-
bactérias revelou o comportamento registrado no Qua-
dro 2. :

A semeadura do triturado das amigdalas, antes da
descontaminagio, em placas de #4gar sangue, permitiu
obter culturas de Corynebacterium™ pyogenes em 47,7%
dos casos, Staphylococcus aureus em 4,4%, Pasteurella
multocida em 3,0% e Streptococcus sp. hemolitico em
1,5%.

Os testes de patogenicidade para cobaio, através da
inoculagic intradérmica, com dose de 0,1 mg de cultura
nmida, e intramuscular, com dose de 1,0 mg de todas
as culturas, e ainda o teste intracutineo em suinos, com
as culturas de M. scrofulaceum, M, gordonae e M. xe-
nopi, revelaram os resultados sintetizados no Quadro 3,
no qual se considera indicic de patogenicidade a for-
magio de tlceras cutineas e de abscessos locais mus-
culares do membro posterior. Na inoculagio i.d. nos
cobaios formava-se, no local, a partir do sepundo dia
de inoculagio, um nédulo, circundado por halo hiperé-
mico que crescia até atingir cerca de 1 em de didme-
tro antes de ulcerar. A ulceragio, que ocorria entre 14
e 16 dias, deixava uma cratera de 2 a 3 mm de di-
metro. No suino a evolugio era mais lenta, pois a ulce-
ragfio se processou aos 24 e 38 dias apds a inoculacdo
e era precedida de tumoragio com didmetro de até
2,5 em contendo massa purulenta espessa, da qual se
reisolava, como cultura pura € em grande quantidade,
a micobactéria inoculada. As cultveras de M, gordonae
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Quapro 3. Resultados dos testes de patogenicidade das culturas obtides
Cobaio
Culturas Amostras Origem® {251;:??:1'}
0,1 mg id. 1,0 mg im,
M. serofulacenm B A Glcerals —_ lcera3s
20 a A — — —_
62 a A — — —_—
8ha Gl — — —
11 a G2 e —_— -—
47 8 G3 dleerald abacesso fileera24
55 G2 Gloerald absacesso tloerade
78 a G3 —_ — —
80 G2 -— —_ -
M, gordenae Te A tlcera — -
42 a A Gleerald abscesso —_
57 b G3 Gleerald abacesso Glcera24
M, zenops 78 b G3 dloeralsd _— —_—
M, avium 22 a A fileeralt —_— _
8l a Gt Gleorals abscesso n.
M. intracelltlore 7hb A tileerald - n.
11h A Gleerald abacesso n,
57 a A {iloeral® — n.
73 n A fileerald — n.
7 G2 _ —_ 1.
Complexe M, terrae 11 a A — — n.
14 0 A - - n.
15 a A — —_— n.
16 d A — o n. .
51 a A — - n.
5 b2 G2 — —_ n.
7 b2 Gl fleerall —_ n.
11 b G3 —_ —_ n,
18 a Gl - - n,

& A = amigdalaa;

b n, = nio foram feitoa,

n? 57b e a de M, scrofulaceum n.® 55, inoculadas intra-
dermicamente em suinos sacrificados 60 dias apds, re-
velaram metastases nos ganglios pré-escapulares sob for-
ma de focos de necrose dos quais também foram reiso-
lados os agentes inoculados.

As micobactérias que nfo causaram ulceragies da pele
em cobaijos demonstravam reacdo local sob forma de
nédulos endurecidos, que do 8.2 ao 122 dia regrediam.
Nos suinos a regressdo era mais demorada, e ocorria
entre a segunda e a terceira semana pds-infeccio.

Discussio

Como suporte bédsico para o estudo das reacdes para-
lérgicas que interferem no diagnéstico da tuberculose
bovina, julgou-se de interesse saber, inicialmente, quais
seriam as espécies de miccbactérias existentes no meio,
na regidio do Estado do Rio de Janeiro, € que mais
freqiientemente entram em contacto com © oOrganismo
do bovino. Para atingir este objetivo, foram escolhidos
para material de exame as amigdalas e os linfonodos da
cabeca, que se constituem na primeira barreira de de-
fesa. Este modelo experimental parece ser eficiente pois
possibilitou a obtencio de 29 culturas de micobactérias
atipicas dos grupos II e III de Runyon, isoladas de
19 dos 88 (21,5%) bovinos de abate. Pesquisas sobre
micobactérias atipicas em bovinos aparentemente nor-
mais ja foram realizadas, no Brasil, por Castro e Ne-
moto (1972), que conseguiram isolar apenas 17 cul-
turas de micobactérias dos grupos II e III de Runyon

Pesq. agropec. bras, Sér. Vet. 11:37-42, 1978

Gl = ginglio submaxilar, G2 = pAnglio retrofaringeo,

G3 = ginglio pré-parotidiano.

de linfonodos mediastinicos e mesentéricos de 250 bo-
vinos; na Alemanha, Reuss e Vick (1968) obtiveram
somente uma cultura do grupo III de Runyon de 598
ginglios linfiticos ileocecais de bezerros de abate com
cerca de 68 meses de idade.

Na presente investigacio nio foi detectado o M. kan-
sasii, do grupo I de Runyon, ji - isolado anteriormente
de bovinos no Brasil (Correa 1971, Cormrea & Correa
1973). Das micobactérias do grupo II de Runyon chama
atengio a alta incidéncia de M. scrofulaceum, que foi
encontrado com maior freqiiéncia nos ginglios do que
nas amigdalas, Dos representantes do grupo III de Ru-
nyon, destaca-se a presenca do M, evium; este achado
nio era esperado, pois a tuberculose aviiria & rara no
Brasil. M. intracellulare foi isolado cinco vezes, reve-
lando tratar-se dos sorotipos Davis e Dent, Também foi
freqiiente o achado do complexo M. ferrae. No presen-
te estudo ndo foram identificadas micobactérias do gru-
po IV de Runyon, as quais foram 'vistas amidde nas
semeaduras do material de amigdalas. '

Sabendo-se que entre as micobactérias atipicas po-
tencialmente patogénicas para o homem e o0s animais
ocorrem variacBes da viruléncia (Kleeberg & Nel 1969,
Mallmann ¢t gl. 1965) e admitindo-se que o organismo
animal possa atuar como filtro biolégico, as 29, cultu-
ras de micobactérias isoladas foram submetidas a dois
ou a trés testes de patogenicidade. A anilise do' Qua-
dro 3 mostra que hd grande varlagio da viruléncia
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entre as cinco espécies e entre as amostras de cada
espéeie a julgar pelas leses causadas.

As culturas de M. gordonage, M. avium e M. intracel-
Iulare causaram maior nmero de ulceragdes e abscessos
locais em cobaios do que as de M. scrofulaceum e prin-
cipalmente as do complexo Al. terrae. Dentre as amos-
tras de uma mesma espécie hd nitida diferenca de pato-

enicidade; assim por exemplo, todas as trés amostras
ge M. gordonge provocaram tilceras, mas s6 duas causa-
ram abscessos locais musculares em cobalo, e apenas
uma delas ulcerou a pele de suino e, além disso, tam-
bém apresentoun metistase ganglionar., As duas cul'uras
de M. avium provocaram ulceras cutineas e uma delas
também abscesso no local de inoculagdo no cobaio, Das
cinco amostras de M, intracellulgre, uma ndo ulceron
a pele e apenas uma desenvolveu absecesso muscular. O
teste cutdneo em suino nfo foi realizado por ja ser co-
nhecida a sensibilidade do suino e esta micobactéria
(Ray et al. 1972). A amostra de M. xenopi apenas cau-
sou ulceragio da pele do cobaio. Finalmente, das nove
amostras do complexo M. ferrae apenas uma provocou
ulceragic da pele de cobaio. O M. terree vem sendo
considerado como micobactéria apatogénica; no entanto,
é de se notar, nesta investigagio como em outras pes-
quisas de micobactérias em lesGes tuberculbides de sui-
nos, que este germe & encontrado com certa freqiiéneia.

Entre as culturas isoladas das amigdalas e dos gin-
glios linfiticos -ndo se cbservou grande diferenca no
que concerne i patogenicidade, Sendo a amigdala 6rgio
de contazto direto com os alimentos, era d2 se esperar
que fosse encontrado, neste drgio, maior nGimero de mi-
cobactérias menos patogénicas do que nos linfonodos, O
resultade dos testes de patogenicidade mostraram ainda
que quase 50% das culturas isoladas possuem certa ca-
pacidade de agressio para o cobaio e suino, o que per-
mite supor que estas amostras também agridem e sen-
sibilizam o0 organismo bovino e, dependendo da afini-
dade antigénica, causam reagdes na tuberculinizagfio.
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ApstracT,~ Langenegger, C.H.; Langenegger, ]. [Isolation of atypical mycobacteria from
tonsils and lymph nodes of bovines). Micobactérias atipicas isoladas de amigdalas e linfo-
nodos de bovinos. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Série Veterindria (1978) 11, 37-42
[Pt, en] EMBRAPA/R], Km 47, Rio de Janeiro, R], ZC-26, Brazil.

Twenty nine atypicél mycobacteria belonging to the Runyon, groups II and 111, have
been isclated from "the tonsils and the mandibular, parotid end retropharyngeal lymph
nodes of 19 (21.5%) out of 88 normal slaughtered bovines.

One strain of Mycobacterium avium, 3 of M. scrofulaceum, 2 of M. gordonae, 4 of
M. intracellulare and 5 of M. terrge complex, were identified from the tonsils.

One strain of M. avium, 6 of M. scrofulaceum, 1 of M. pordonge, 1 of M. xenopi, 1 of
M. intracellulare and 4 of M. terrae complex, were identified from the lymph nodes.

Some of these cultures when inoculated, intradermally into guinea pigs (0.1 mg/humid
weight} caused ulceration of the skin, and when incculated by intramuscular injection (1
mg/humid weight) caused local abscess formation.

Some of the M. scrofulaceum, M. gordonae, and M, xenopi strains inoculated intra-

dermzlly, (2 mg/humid weight) into swine produced ulceration of the skin and metastatic
lesions in the regional lymph node.

Index terms: Atypical mycobacteria, bovines, tonsils, Iymph nodes, mycobacteriosis.
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