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MICOBACTERIAS ISOLADAS DE TATUS DASYPUS NOVEMCINCTUS
INOCULADOS COM MYCOBACTERIUM LEPRAE
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RESUMO - Os autores relatam o isolamento de duas micobactérias do figado e do bago
de tatls inoculados com o Micobacterium leprae no meio de Kato. Os resultados sdo discutidos.
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1- REVISAO BIBLIOGRAFICA Kirchheimer, W.F.6, em 1979, isolou uma
micobactéria do linfonodo de um tatd inocu-
Depois que o tatu de nove bandas, Dasy- lado com Mycobacterium leprae.

pus novemcinctus, comegou a ser utilizado
como animal de experimentagcdo em han-
seniase, foram feitos varios relatos sobre o
isolamento In vitro de micobactérias prove-
nientes de seus tecidos.

Um bacilo escotocromogénio foi isolado
por Nakamura, M. et. al 7, em 1976, em meio
de Ogawa.

Nishiura, M. et. als, em 1980, isolaram do
baco de um animal com hanseniase natural,
Mycobacterium scrofulaceumn, M. intracellulare.

Prabakharan, K. et al.'2, em 1980, isolaram
e cultivaram um bacilo alcool acido resistente
de um animal inoculado.

Smith, J.H. et. al.12, em 1983, isolaram,
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M. avium intracellulare e M. gordonae, de um
tatl selvagem ndo portador de hanseniase
natural.

Binford, C.H. et al.2, em 1977, isolaram
uma micobactéria pertencente ao complexo
M. avium intracellulare de uma animal portador
natural da doenca.

A hipdtese de que a infeccdo com o bacilo
de Hansen favorece a multiplicagdo de algu-
mas cepas cultivaveis de micobactérias, pare-
ce ser confirmada com os dados obtidos de
culturas de tecidos de animais previamente
infectados, nos quais foram cultivados um
maior nimero de micobactérias. As espécies
mais freqlientemente isoladas pertencem ao
complexo MAIS (M. avium intracellulare scrofu-
laceum), M. gordonae e M. terrae. Estas espé-
cies foram encontradas em tatus selvagens
ndao infectados, em portadores de infeccao
natural, bem como nos inoculados (Portaels
F. etal1.l9).

A partir do trabalho de Portael, F. et al.®,
1982, foram estabelecidas, temporariamente,
novos grupos para determinadas micobacté-
rias que ndo se encaixavam na classificacao
de Jenkins et al., em 1988, sendo estas
denominadas ADM (armadillo-derived myco-
bacteria). Estas cepas foram obtidas a partir
de figados de tatls inoculados experimental-
mente com M. leprae. O padrdo de acidos
micdlicos das cepas de ADM difere totalmente
do encontrado nas demais micobactérias.
Propriedades culturais, bioquimicas, metabo-
licas e patoldgicas, padrGes obtidos de técni-
cas de hibridacdo DNA-DNA, diferem-nas
também claramento do M. leprae. Amostras
obtidas na Florida, Estados Unidos da Améri-
ca, particularmente do biotipo natural de
tatus, produzem vastas cepas de micobacté-
rias, porém nenhuma classificada como ADM.
Estas cepas de ADM ndo foram também, en-
contradas em tatus ndo inoculados (Portaels,
F. et. al. 19).

Hansen. Int. 13(2): —, 1988

Assim, parece existir uma correlacdo entre
a viabilidade do M. leprae em tecidos de ani-
mais inoculados e o crescimento das ADM In
vitro. Desse modo, uma maior proporgao de
M. leprae viaveis favoreceria a positividade das
culturas de ADM (Portaels, F. et. al.?). A im-
portancia da presenca desses bacilos alcool
acido resistentes em tecidos de tatls decorre
diretamente da influéncia que poderiam ter
em resultados sobre a purificacdao de M. leprae
e da relacao que teriam com o mesmo (Por-
taels, F. et al.®). O cultivo in vitro das ADMs
permitiria determinar caracteristicas especifi-
cas que poderiam ser usadas como marcado-
res que eventualmente as diferenciariam do
M. leprae (Portaels, F. et al.lo). Contudo o cul-
tivo de ADM torna-se dificil, uma vez que
crescem pobremente nos meios de cultura para
micobactérias utilizados em rotina. Algumas
cepas exigem meios mais complexos que
contenham fatores de crescimento denomi-
nados micobactinas mais compostos quelan-
tes de ferro (Francis et al., 1949; Kato, L4).

Outras micobactérias, como o M. paratu-
berculosis que sao deficientes desses fatores,
sdo incapazes de se reproduzir In vitro.

O cultivo freqliente de outras micobacté-
rias, distintas do bacilo de Hansen, a partir de
tecidos de pacientes portadores de hanseni-
ase, levantou a hipdtese de que provavelmente
essas micobactérias agiriam como cofatores
no desenvolvimento do M. leprae, considerado
entdo um microrganismo micrébio depen-
dente (Kato, L.4’5).

Algumas cepas de ADM parecem ser defi-
cientes para produzir micobactina necessaria
ao seu desenvolvimento in vitro, enquanto
que de outras ja foi possivel realizar o isola-
mento de algumas micobactinas.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados figados e bagos de 3 tatus
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(Dasypus novemcinctus) previamente inocula-
dos com suspensdes de M. lepras provenien-

tes de hansenomas de individuos portadores
de hanseniase virchoviana do Hospital Lauro
de Souza Lima, Bauru, estado de Sao Paulo.

O material triturado foi tratado com &cido
sulfirico a 4% e hidroxido de sédio a 30% pa-
ra descontaminagaol. Posteriormente foi ino-

culado nos meios de Lowenstein - Jensen e
de Kato. Dois tubos de cada meio foram ino-

culados com o mesmo material.

As colonias evidenciadas em cada tubo fo-

ram coradas pelo método de Ziehl-Neelsen a

frio.

3RESULTADOS

Todas as culturas efetuadas no meio de
Lowenstein - Jensen ndo apresentaram cres-
cimento. O maior nimero de contaminagao
foi observado também nesse meio, cerca de
83%.

O indculo do bago do tatl de nimero 28 e
o do figado do de numero 09, apresentaram
crescimento no meio de Kato.

TABELA - Isolamento de micobactérias a partir de érgdos de tatls (Dasypus novemcinctus) ino-

culados com Mycobacterium lepras.

N2 DO ANIMAL FicADO BACO
Melo de Melo de Nelo de Melo de
Lowenstein Kato Lowenstein Kato
Jensen Jensen
09 Negativo Positivo Negativo Negativo
28 Negativo Negativo Negativo Positivo
73 Negativo Negativo Negativo Negativo

4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o momento, re-
velam crescimento apenas no meio de Kato, o
que nos leva a supor que essas micobactérias
possam ser do grupo ADM. Apesar do pe-
queno nuimero de animais testados, nossos
resultados ndo concordam com os obtidos
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por DRAPER, em 1983, que verificou que em
animais previamente infectados por M. lepras
a incidéncia de isolamento do complexo
MAIS esta aumentada, desde que ndo obti-
vemos isolamento no meio de Lowenstein-
Jensen.

No entanto a correlacdo entre a viabilidade
do M. leprae em tecidos de animais inoculados
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e o crescimento de ADM in vitro é de dificil
questionamento, pois em nosso trabalho nao
avaliamos a quantidade de M. leprae viaveis
no indculo, através de inoculacdo em coxim
plantar de camundongos, nem identificamos
a cepa isolada.

O tratamento utilizado para descontami-
nagao do material utilizando neutralizagao,
forneceu uma percentagem de contaminagdo
(83%), principalmente no meio de Lowens-
tein-Jensen. Porém a utilizacdo de desconta-
minantes, sem posterior neutralizagdo, pode
levar o indculo arliminuir muito o pH do meio
0 que inibiria o crescimento das ADM, que
apresentam um crescimento em variagdao de
pH estreita, de 5,4 a 5,7, segundo Portaels, F.
etal .

O meio de Kato foi utilizado como substi-
tuto ao meio de Ogawa, que vem sendo lar-
gamente utilizado no isolamento de ADMs,
tendo em vista a pouca diferenga de pH que
eles apresentam; Ogawa pH 6,0 e Kato pH 5,8.
A dificuldade de cultivar ADM em Lowens-
tein-Jensen pode ser conseqiiéncia do pH do
meio, 7,0, extremamente elevado para as
exigéncias desse grupo.

Tanto o meio de Ogawa, quanto o meio de
Kato, sao meios mais complexos, enriqueci-
dos em suas composicdes, com micobactina,
que no caso do meio de Kato, utiliza o M. phlei
morto pelo calor como doador de micobacti-
na e exoquelante.

A utilizacdo de micobactina se torna ne-
cessaria para o crescimento de determinadas
cepas de ADM que ndo sdo capazes de pro-
duzi-la.

O cultivo In vitro de ADM e seu sub-
sequente estudo, inclusive utilizando técnicas
de hibridacdo DNA-DNA, forneceriam maio-
res informacgdes e condicGes para determinar
as proporgdes entre M. leprae e ADM presen-
tes em tecidos de tatus infectados; evita-se
com isso, desvios de resultados na purificagao
de M. leprae, além de que poderia nos trazer
mais conhecimentos a respeito desse bacilo
ainda ndo cultivado in vitro.

Por outro lado, um estudo mais detalhado
sobre a presenca ou nao de ADM em hanse-
nomas humanos se faz necessario como su-
gerido por Portaels, F. et al 9, para esclarecer,
no minimo, a sua origem. O fato de que essas
cepas crescem melhor em pH acido ndo exclui
a possibilidade que possam viver dentro de
um fagossoma de macrdfagos 3, cujo pH varia
de 5,4, a 5,7 e portanto, estar presente em pa-
cientes hansenianos juntamente com o M. /e-
prae.

Os resultados apresentados no presente
estudo sdo preliminares, e daremos prosse-
guimento com isolamentos de micobactérias
a partir de animais infectados e hansenomas
de pacientes com posterior identificacdo das
cepas isoladas.

ABSTRACT - The authors report the isolation of two mycobacteria from armadillos
livers and spleens, inoculated with Mycobacterium leprae in the Kato medium. They discuss this

results.
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