RESISTENCIA DO GAMBA, Didelphis albiventris, A TUBERCULOSE!
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ABSTRACT. - Langenegger C.H. & Langenegger J. 1985. [Tuberculosis resistance of the opos-
sum, Didelphis albiventris.] Resisténcia do gamb4, Didelphis albiventris, a tuberculose. Pesquisa
Veterindria Brasileira 5(3): 103-107. Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, Rio de Janeiro
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Examination at necropsy of 31 opossums caught on farms with tuberculous bovine herds
and in areas around cities and villages, did not show tuberculous lesions nor were Mycobacte-
rium tuberculosis, M. bovis or M. avium isolated from the lymph nodes or viscera, however 50
strains of atypical mycobacteria were found. Of these, 34 had the cultural and biochemical characte-
ristics of the MAIS complex, and 16 belonged to the rapid growing mycobacteria of Runyon’s
group IV. The serotyping of the MAIS complex bacteria revealed; 3 strains of type 7 (VII),1 of
9 (Watson), 2 of 12 (Howell), 11 of 15 (Dent), 3 of 17 (Wilson), 4 of 18 (Altmann), 6 of 9
(Darden, 2 of 41 (Scrofulaceum) and 2 of 43 (Gause). It was not possible to experimentally
reproduce tuberculosis m the opossum by the oral or intramuscular routes. The presence of
mycobacteria, most frequently in the mesenteric and submaxillary lymph nodes, is probably
due to the filter action of the lymphatic organs.

INDEX TERMS: Tuberculosis, susceptibility, atypical mycobacteria, Didelphis albiventris, opossum.

SINOPSE. - Os exames necroscopicos e bacteriologicos de 31
gambds, Didelphis albiventris, capturados em propriedades ru-
rais com rebanhos bovinos tuberculosos, ¢ em areas ao redor
de cidades e vilas, ndo revelaram lesGes nem permitiram o isola-
mento de Mycobacterium tuberculosis, M. bovis ¢ M. avium
dos linfonodos e visceras. Foi possivel, no entanto, isolar 50
amostras de micobactérias atipicas dos linfonodos dos mesmos
animais. Destas, 34 apresentavam as caracteristicas culturais e
bioquimicas do complexo MAIS e 16 enquadravam-se no gru-
po IV de Runyon. A identificagdo soroldgica das micobactérias
do complexo MAIS revelou 3 culturas do sorotipo 7 (VII), 1
do 9 (Watson), 2 do 12 (Howell), 11 do 15 (Dent), 3 do 17
(Wilson) 4 do 18 (Altmann), 6 do 9 (Darden) e 2 de cada um
dos sorotipos 41 (Scrofulaceum) e 43 (Gause). Ndo foi possi-
vel reproduzir a tuberculose em gambas experimentalmente
com Mycobacterium tuberculosis, M. bovis ¢ M. avium, por via
oral e por via intramuscular. O achado de micobactérias atipi-
cas nos linfonodos, mais freqiientemente no mesentérico e nos
submaxilares, deve-se a agdo de filtro bioldgico destes 6rgdos
linfaticos.

TERMOS DE INDEXACKO: Tuberculose, susceptibilidade, micobacté-
rias atipicas, Didelphis albiventris, gamba.

INTRODUCAO

A tuberculose do homem, do bovino e da ave perpetuou-se,
através dos séculos, em cadeia epidemioldgica em que a trans-
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missdo, respectivamente, de Mycobacterium tuberculosis, M.
bovis e de M. avium ocorreu entre os individuos da mesma
espécie. No. entanto, ocasionalmente, o proprio homem, a
maioria dos animais domésticos e muitas espécies silvestres
contrairam infecgdes cruzadas, por um ou outro dos trés agen-
tes etiologicos da tuberculose. Mas apesar disso, levado por
vérias circunstancias e fatores, poucas sdo as espécies animais
que se infectaram e formaram cadeias epizootiologicas colate-
rais com possibilidade de reinfectar naturalmente individuos
da espécie animal de origem.

A tuberculose do homem causada pelo M. tuberculosis é fa-
cilmente propagada ao ¢ entre simidios mantidos em cativeiro,
que nesta circunstancia formam cadeia epizootiologica colateral
e tornando-se, inclusivamente, fonte de contégio para o homem
(Schroeder 1938, Benson et al. 1955, Mathingly 1966). Embo-
ra raramente, a tuberculose humana causada por M. bovis pode
propagar-se em série no homem, formando uma cadeia epide-
mioldgica colateral, e, em se tratando de fazendeiros, estes
podem reinfectar o rebanho bovino (Tice 1944, Snider 1968).

Entre os animais domésticos, o gato é suscetivel a infecg¢do
por M. bovis no qual a doenga evolue para tuberculose pulmo- .
nar aberta, predispondo-o assim a formar cadeia colateral
infectando os individuos da mesma espécie, mas também cons-
titui-se fonte de contdgio para o bovino, quando o gato é utili-
zado no combate biologico dos ratos em estdbulos (McLaughlin
& Moyle 1974).

Entre os animais silvestres, mantidos em condi¢Ges naturais;
os cervidios vem sendo apontados, hd muitos anos, como sus-
cetiveis a infecgdo por M. bovis, podendo a tuberculose propa-
gar-se entre eles e constituir-se, embora raramente, em fonte de
contagio para o bovino e outras espécies (Bouvier 1963. Hell-
strom 1979, Sawa et al. 1974, Kollias et al. 1982),
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Mais recentemente verificou-se que duas espécies de animais
silvestres, o texugo (Meles meles) e o opossum neozelandés
(Trichosurus vulpecula) formam cadeias epizootiologicas cola-
terais da tuberculose bovina e vem-se constituindo em impor-
tante obsticulo para o combate e a erradicagdo da tuberculose
de rebanhos na Inglaterra e na Nova Zelandia (Muirhead et al.
1974, Cook 1975).

O texugo é um animal carnivoro anatomicamente, mas
comporta-se como omnivoro, alimentando-se da caga de
pequenos vertebrados e insetos, de restos de cadéveres, bem
como de frutas e vegetais. Ocasionalmente se aproxima das
habitagdes humanas para servir-se de outros tipos de alimento.
Tem hébitos noturmnos e vive em coldonias que se abrigam nas
florestas em tocas cavadas no solo. E encontrado em varios
paises europeus e as primeiras observagGes sobre a sua susceti-
bilidade a tuberculose foram feitas por Bouvier et al. (1957,
1959, 1962) e Bouvier (1963, 1964) na Suiga. Estes pesquisa-
dores, necropsiando um total de 27 texugos, encontraram 5
animais (18,55%) infectados por M. bovis. Em Gloucestershire
na Inglaterra, Muirhead et al. (1974), examinando 165 texugos
verificaram que 36 (21,80%) eram portadores da tuberculose
causada por M. bovis. Em pesquisas complementares consta-
taram ainda que 12 (10,71%) de 112 amostras de fezes de
texugos vivos continham M. bovis. Nos animais necropsiados,
verificaram que as lesGes da tuberculose localizavam-se prefe-
rencialmente no pulmdo, evoluiam para generalizagdo e a
morte do animal. O catarro, as fezes e a urina veiculavam o
agente etioldgico para o meio exterior (Gallagher et al. 1976).
Pelos achados estes autores' levantaram a hipotese de que os
texugos seriam a causa da persisténcia da tuberculose nos reba-
nhos bovinos da regido de Gloucestershire. Na Irlanda, Noonan
et al. (1975) encontraram uma situa¢do semelhante.

'O opossum neozelandés é um marsupial que vive em colo-
nias, tem hébitos diurnos, ocupando uma determinada édrea
territorial, alimentando-se de frutas e de gramineas em pasta-
gens arborizadas (Batchelor et al. 1967, Kean 1967). Ocorre
também na Australia (Murray & Snowdon 1976).

Bollinger & Bollinger (1948) verificaram, por acaso, que um
opossum domesticado contraira a tuberculose. A alta suscetibi-
lidade deste animal para a tuberculose somente foi confirmada
na década de 1970 por Ekdahl et al. (1970) que descreveram a
ocorréncia de surtos naturais sob a forma de uma cadeia epi-
zootiologica colateral da tuberculose bovina. Smith (1972)
descreveu as lesdes e a evolugdo da tuberculose neste marsupial,
demonstrando prevaléncia das lesdes pulmonares, a presenca de
supuragdes da cabega e a riqueza de M. bovis no escarro. Advertiu
na ocasido sobre as possiveis implica¢des epizootiologicas para
o controle da tuberculose bovina. Cook (1975) demonstrou
que dentre os 5.908 opossuns cagados em fazendas nos Esta-
dos de Buller e de Inangahua, Nova Zelandia, 5% estavam com
tuberculose, sendo mais prevalentes as lesGes pulmonares.
Houve estreita correlagdo entre a tuberculose dos opossuns ¢ a
incidéncia da tuberculose nos rebanhos bovinos em 128 fazen-
das examinadas.

O exemplo acima referido da tuberculose no marsupial neo-
zelandés, formando uma cadeia epizootioldgica colateral da tu-
berculose bovina e servindo de fonte de contigio para os bovi-
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nos criados na regido, dispertou o interesse para esclarecer se o
nosso gambd (Didelphis albiventris), também um marsupial, de
hébitos noturno e omnivoro que freqiientemente é encontrado,
no ambito peridomiciliar, seria suscetivel a infeccdo pelos
agentes etiologicos da tuberculose.

MATERIAL E METODOS

Pesquisa de casos naturais de tuberculose em gambds
- Foram capturados 31 gambds adultos em propriedades rurais e em
areas residenciais de suburbios de cidades e vilas dos municipios de
Itaguai, Cambuci, Itaocara e Valenga do Estado do Rio de Janeiro; do
municipio de Antonio Carlos do Estado de Minas Gerais e do municipio
de Pindamonhangaba do Estado de Sdo Paulo. Em algumas fazendas em
que foram capturados gambds havia tuberculose no rebanho bovino e
em outras a tuberculose j4 fora erradicada anteriormente. A presenga ou
:ndo de pessoas com tuberculose e que pudessem ser fonte de contdgio
para os animais nio poude ser avaliado por ocasido da coleta dos gambis.
No laboratdrio, os gambds foram sacrificados apés anestesia geral e
necropsiados. Independentemente de qualquer alteragdo macroscépica
dos érgdos que pudesse suspeitar a tuberculose, foram colhidos, siste-
maticamente, fragmentos dos pulmdes, do figado, do baco, dos rins e os
linfonodos submaxilares, preparotidianos, retrofaringeanos, axilares,
gdstricos e o linfonodo mesentérico. Cada material foi submetido indivi-
dualmente ao exame bacteriolGgico segundo as técnicas de isolamento e
identificacdo de micobactérias descritas em Mota et al. (1980).

Infecgbes experimentais em gambds com Mycobacterium tuberculosis,
M. bovis e M. avium. )

Infecgbes por via oral. Foram infectados 3 grupos de 2 gambds adul-
tos, mantidos em cativeiro, cada qual com culturas patogénicas de M.
tuberculosis, M. bovis e M. avium, sendo ministrado a um dos animais
de cada grupo a dose de 1 mg e ao outro 10 mg de cultura imida. As
doses indicadas foram introduzidas nas gemas de ovos, momentos antes
de serem fornecidos aos gambds como alimento usado rotineiramente.
Cada animal foi mantido em gaiola individual. Os gambds infectados
com a dose maior (10 mg) foram sacrificados 60 dias pés-infeccdo e os
com a dose menor (1 mg) aos 90. Foi seguida a mesma rotina do exame
bacteriolégico acima referida para os gambds sacrificados no final do
experimento.

Infec¢des por via intramuscular. Foram criados gambds jovens em
cativeiro cuja alimentagdo consistia de ovos e frutas. Quando os animais
atingiam peso entre 300 e 400 g, foram inoculados 3 grupos de 2 gam-
bds, por via intramuscular, na coxa direita, cada qual com culturas pa-
togénicas de M. tuberculosis, M. bovis'e M. avium, sendo um dos ani-
mais de cada grupo infectado com dose de 0,1 mg e o outro com 1,0
mg de cultura das respectivas micobactérias. Cada grupo era mantido
numa gaiola com os individuos identificados. Simultineamente foram
infectados 3 grupos de cobaios com aproximadamente 0 mesmo peso
dos gambds, utilizando-se as mesmas suspensdes de culturas, doses e vias
de inoculagdo.

Os gambds inoculados com a dose maior (1,0 mg) foram sacrificados
ap6ds 60 dias e os da dose menor (0,1 mg) aos 90 dias pés-inoculagdo. Os
cobaios sobreviventes foram sacrificados nas mesmas datas. Os gambds
experimentalmente infectados foram necropsiados e deles colhido o
mesmo material para o exame bacterioldgico dos mencionados anterior-
mente, acrescidos porém do musculo ou lesdo local no ponto de inocu-
lacdo e dos linfonodos satélites.

RESULTADOS

O exame necroscopico dos 31 gambds necropsiados ndo
revelaram alteragGes patologicas que, macroscopicamente,
pudessem lembrar as da tuberculose, tanto nos 6rgaos viscerais
quanto nos linfonodos. O exame bacteriologico de fragmentos
dos pulmdées, do figado, do bago, dos rins, bem como dos
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linfonodos, ndo permitiu nenhuma cultura de M. tuberculosis,
M. bovis ou de M. avium.

Inesperadamente, no entanto, verificou-se que no triturado
dos linfonodos cresciam, com relativa freqiiéncia, outras
micobactérias. Assim, dos vérios linfonodos des 31 gambas, foi
possivel isolar 50 culturas de micobactérias das quais 34
apresentavam as caracteristicas culturais e bioquimicas do
complexo MAIS e 16 enquadravam-se no grupo IV de Runyon.
A identificagdo soroldgica das 34 culturas do complexo MAIS
revelou a presenga de 9 sorotipos, destacando-se pela freqiiéncia
o sorotipo 15 (Dent). Os linfonodos dos quais foram isolados
o maior nimero de micobactérias foram o mesentérico e os
submaxilares. O Quadro 1 mostra a distribui¢do e o percentual
dos demais sorotipos.

105

dos mesmos 3 agentes etioldgicos da tuberculose e sacrificados,’
respectivamente, aos 90 e 60 dias pds-inoculagdo permitiu
estabelecer infec¢do local com M. tuberculosis € M. bovis. O
exame necroscOpico revelou lesdo local discreta sob forma de
alguns granulos amarelados entre os musculos dos gambds
inoculados com a dose de 1,0 mg de M. tuberculosis e de M.
bovis. A lesdo causada por M. bovis foi um pouco mais intensa
a julgar pelo niimero dos granulos amarelados, secos e de as-
pecto caseo-calcéreo, presentes também no animal inoculado
com a dose de 0,1 mg embora sob forma muito discreta. Ndo
houve lesdo nos linfonodos iliacos internos, nem em outros,
como também auséncia de alteragdo nos 6rgdos viscerais. Os
gambis inoculados com M. avium ndo apresentaram lesdo local
no ponto de inoculagdo nem em outros 61gaos.

Quadro 1. Micobactérias “atipicas” isoladas de linfonodos aparentemente normais dos 31 gambds

Sorotipos
do

Linfonodos examinados

complexo MAIS  Submaxilares Preparotidianos Retréfaringeanos Axilares Gdstrico Mesentérico Total

7 (VID) 2 1 3(6%)

9 (Watson) 1 . 1(2%)
12 (Howell) 1 _ 1 2(4%)
15 (Dent) 3 1 2 11(22%)
17 (Wilson) "2 1 3(6%)
18 (Altmann) 1 2 1 4(8%)
19 (Darden) 1 1 1 1 1 1 6(12%)
41 (Scrofulaceum) 1 1 2(4%)
43 (Gause) 1 1 2(4%)
Grupo IV de 5 1 1 1 8 16(32%)
Runyon ) .
Total 16 (32%) 7 (14%) 4(8%) 2(4%)  2(4%) 19(38%)  50(100%)

A infec¢do experimental dos gambas adultos, por via oral,
com culturas patogénicas de M. tuberculosis, M. bovis e M.
avium, tanto com a dose de 1 mg como a de 10 mg, ndo
provocou lesdes macroscopicas nos 61gdos nem nos linfonodos.
Tdo pouco foi possivel reisolar, respectivamente, aos 90 e 60
dias qualquer um dos agentes da tuberculose dos 6rgdos e dos
linfonodos. O Quadro 2 mostra o esquema experimental.

A infeccdo artificial, por via intramuscular, na parte poste-
rior da coxa dos gambas jovens, com doses de 0,1 mg e 1,0 mg

Quadro 2. Infec¢Ges experimentais, por via oral, em gambds?

Culturas NQde Dose Ferfodo — Achados Exame

. lad mbis  (mg) observado de bacteriolégicob

inoculadas gambas g (dias)  necropsia acterioldgic

M. tuberculosis 2 1 90 ausentes Negativo
(G711 2 10 60 ausentes Negativo
. 2 1 90 ausentes Negativo
M. bovis (G 63) 2 10 60 ausentes Negativo
M. avium 2 1 90 ausentes Negativo
(G 52.678) 2 10 60 ausentes Negativo

2 Animais adultos capturados.
b 1 infonodos e visceras.

O .exame bacteriologico do musculo com as lesGes granulo-
matosas permitiu o reisolamento de M. tuberculosis do gamba
inoculado com a dose de 1,0 mg e sacrificado aos 60 dias apds
a infec¢do. O reisolamento de M. bovis foi possivel dos 2 ani-
mais inoculados respectivamente com 1,0 mg e 0,1 mg e
necropsiados 60 e 90 dias ap6s a infec¢do. Nos demais linfono-
dos e orgdos viscerais ndo foi possivel reisolar as micobactérias
inoculadas.

O exame bacterioldgico também ndo permitiu reisolar M.
avium dos gambids infectados tanto no ponto de inocula¢do
como nos demais 6rgios. :

Os cobaios inoculados simultaneamente com M. tuberculo-
sis € M. bovis morreram entre os 420 e 489 dias ap6s a infec¢do
com tuberculose generalizada e os com M. avium apresenta-
ram abscesso no local de inoculaggo. De todos os casos foi rei-
solado o agente causal.

O Quadro 3 mostra o esquema experimental e os resultados
resumidos.

DISCUSSAO

A descoberta feita por Bollinger & Bollinger (1948) e depois
confirmada por Ekdahl et al. (1970), Smith (1972) e Cook
(1975) de que o marsupial neozelandés Trichosurus vulpecula

~ ¢ suscetivel 2 infecgdo natural por Mycobacterium bovis e que
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Quadro 3. Infec¢des experimentais, por via i.m., em gambds? e cobaias -

Nimero Perfodo Achados de necropsia Exame bacterioldgico
Culturas Doses
. lad (mg) observado
inoculadas gambds cobaias g (dias)  Gambd Cobaia Gambid Cobaia
2 2 0.1 90 Ausentes Morte-TB Negativo Positivo (M.
generalizada tuberculosis)
M.tuberculosis
(G1711) 2 2 1.0 60 Lesdo local. Morte-TB Positivo (M.  Positivo (M.
discreta generalizada  tuberculosis) tuberculosis)
2 2 0.1 90 Lesdo local Morte-TB Positivo Positivo
discreta generalizada (M. bovis) (M. bovis)
M. bovis 2 2 1.0 60 Lesdo local Morte-TB Positivo Positivo
(G 145) média generalizada (M. bovis) (M. bovis)
2 2 0.1 90 Ausentes Lesdo local ~ Negativo Positivo
: (M. avium)
M. avium
(52.678) 2 2 1.0 60 Ausentes Lesdo local ~ Negativo Positivo
(M. avium)

(a)

Animais jovens criados em cativeiros.

forma cadeia epizootiologica colateral da tuberculose através
da qual o rebanho bovino pode-se reinfectar nas pastagens
povoadas por colonias de opossum, motivou a presente pesquisa
para esclarecer se o gamba, Didelphis albiventris, também ¢é
suscetivel a tuberculose. O gamba sendo também um marsupial
omnivoro, que freqilentemente habita junto as residéncias e
instalacGes rurais, e se fosse suscetivel & tuberculose, poderia
ser importante fonte de contdgio para o homem e os animais.
A captura dos gambas foi feita em fazendas nas quais eram
executados trabalhos de diagnostico e erradicagdo da tubercu-
lose bovina, o que ensejou a provavel exposi¢do de gambds ao
contagio natural da tuberculose bovina. No entanto, os 31
gambads necropsiados bem como o exame bacteriolégico especi-
fico para o isolamento de micobactérias de fragmentos de
orgaos e linfonodos ndo revelaram lesdes nem a presenga dos
agentes da tuberculose.
© A infeccdo experimental de gambas, mantidos em cativeiro
feita pelas vias oral e intramuscular, com altas doses infectan-
tes de M. tuberculosis, M. bovis e M. avium ndo permitiu repro-
duzir a doenca, embora tenha sido possivel estabelecer a infec-
¢do local no ponto de inoculagdo. A julgar pela extensio da
lesao local, M. bovis parece ser um pouco mais agressivo de que
‘M. tuberculosis na infec¢do intramuscular. M. avium ndo foi
reisolado dos gambdas contaminados por via oral nem sequer do
ponto de inoculagdo dos animais infectados intramuscularmen-
te. Este fato causou estranheza porque no exame bacteriologico
dos linfonodos aparentemente normais dos 31 gambds captu-
rados e logo apés sacrificados, foi possivel isolar 50 culturas de
micobactérias dos quais-34 pertencentes ao complexo M. intra-
cellulare-scrofulaceum e 16 micobactérias de crescimento rdpido
pertencentes ao grupo IV de Runyon. Entre as culturas de M.
intracellulare destacou-se, pela freqiiéncia, o sorotipo 15
(Dent) como mostra o Quadro 1.
Também chamou aten¢do que dos 12 gambas experimental-
mente infectados, tanto os 6 aiultos inoculados por via oral
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como os 6 jovens infectados pela intramuscular, nio foram
isolados micobactérias atipjcas. Julga-se que este contraste se
deve as condigdes de cativeiro que os gambas experimental-
mente infectados foram submetidos, pois eram alimentados
apenas com ovos e frutas o que, certamente, evitava o contato
com micobactérias atipicas. No habitat normal, os gambas ao
se alimentarem do variado carddpio, como omnivoros, devem
entrar em contato, continuamente, com micobactérias atipicas.
A presenca destas micobactérias, mormente nos ginglios sub-
maxilares e no mesentérico, deve ser transitoria, servindo os
linfonodos apenas de filtros bioldgicos. Isto também explica a
auséncia das micobactérias administradas experimentalmente,
por via oral, nos exames bacteriologicos realizados 60 ¢ 90 dias
apos a exposi¢do. (Quadro 2)

A auséncia de casos naturais de tuberculose em gambas bem
como a-impossibilidade de reproduzir a doenga experimental-
mente por via oral que seria a via mais provéavel de infec¢do
natural, bem como por via intramuscular, em que houve ape-
nas o registro de discretas lesdes locais no ponto de inocula-
¢do, permitem concluir que o gambd ¢ resistente a infec¢do
natural da tuberculose. A presenca de micobactérias nos linfo-
nodos, com maior freqiiéncia no mesentérico e nos submaxila-
res, deve-se a atuagdo destes 6rgdos como filtros biologicos,
retendo temporariamente os microrganismos veiculados com
o alimento do meio exterior.
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