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ABSTRACT.- Barros G.C., Langenegger C.H., Langenegger J. & Peixoto P.V. 1988. [ Outbreak
of mycobacteriosis' in a froggery caused by Mycobacterium marinum.] Surto de
micobacteriose em criagdo de ras (Rana catesbeiana) causado por Mycobacterium marinum.
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Brazil,

An outbreak of mycobacteriosis (tuberculosis) caused by Mycobacterium marinum in a colony of
Rana catesbeiana in the State of Rio de Janeiro is described. The disease was introduced in the
froggery by infected animals and, in 3 months, about 50% of 160 animals became contaminated and
died. The sick frogs had shown clinically progressive anorexia, apathy, adynamia, having the head
lowered and lost weight with the evolution of the disease. The necropsy had shown nodular whitish
caseous lesions in livers, spleens, kidneys, rarely in lungs, with variable number and size of the
nodules. Microscopically, the lesions were characterized as granulomas in different evolutioning
stages. These had origin in epithelioid cell agglomerations which became caseous necrosis later. The
so initiated nodules were surrounded by some macrophage cells and by concentric connective tissue
layers, limiting the nodules themselves and from the normal adjacent organ tissues. A great number
of isolated or aggregated acid-fast bacteria was seen scattered in the nodule structure. The
identification of M. marinum was based on the cultural and biochemical behaviour, with special
regard to the photochromogenicity.

INDEX TERMS: Mycobacteriosis, Mycobacterium marinum, frog, outbreak.

SINOPSE.- Foi descrito um surto de micobacteriose causado por
Mycobacterium marinum numa criacao de ras da espécie Rana ca-
tesbeiana no Estado do Rio de Janeiro. A doenga foi introduzida
no randrio através da compra de rés infectadas e propagou-se em
3 meses a cerca de 50% das ras de um lote de 160 animais que
adoeceram e morreram. ‘

Clinicamente as ras doentes demonstravam progressiva ano-
rexia, apatia, adinamia e postura cabisbaixa, perdendo peso a me-
dida que a doenga evoluia. A necrépsia revelou lesGes nodulares
caseosas de cor esbranquigada no figado, bago e rins, raramente
nos pulmdes, variando o ndmero e tamanho dos nédulos. Micros-
copicamente as lesdes eram constituidas por granulomas, em vé-
rios estdgios de evolugdo. Estes iniciavam-se por aglomerados de
células epitelidides que posteriormente eram levados a necrose
por caseificagdo. Os nédulos assim formados eram envoltos por
alguns macréfagos e por camadas concéntricas de tecido conjun-
tivo que delimitavam os nédulos entre si e do tecido normal adja-
cente do 6rgdo. Grande niimero de bastonetes isolados ou for-
mando agregados bacterianos, 4lcool-4cido resistentes, encontra-
vam-se entre as estruturas do nédulo.

1 Aceito para publicagio em 18 de dezembro de 1987.
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A identificacdo de M. marinum baseou-se no comportamento
cultural e bioquimico, destacando-se a fotocromogenicidade.

"TERMOS DE INDEXACAO: Micobacteriose, Mycobacterium marinum,
'rd, surto.

INTRODUCAO

A ra, como vérios outros animais de sangue frio, € vitima
de infecgdes espontineas por micobactérias cujo quadro
clinico e anitomo-histolégico lembra o da tuberculose.
Esta descoberta remonta ao inicio do século quando
Kiister (1905) e Rupprecht (1904), na Alemanha, relata-
ram sobre a ocorréncia de casos espontineos de ‘‘tuber-
culose’’ em ras da espécie Rana temporaria. A micobac-
teriose caracterizou-se por lesGes granulomatosas do fi-
gado contendo grande nimero de bastonetes dlcool-4cido
resistentes. O agente causal crescia bem na temperatura
de 28 - 30°C e se parecia com Mycobacterium tuberculo-
sis. Na ocasido foi designado genericamente como bacilo
da tuberculose dos animais de sangue frio. Posterior-
mente Bergey et al. (1923) reconheceu a micobactéria por
M. ranae. A inoculagédo desta cultura em outras ris e al-
guns animais de sangue frio reproduziu a doenga com le-
soes hepéticas € pulmonares, mas ndo mostrou-se patogé-
nica para coelhos, cobaios, ratos e camundongos.
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Viérios anos apés, Lichtenstein (1920) descreveu outro
caso espontineo de micobacteriose em uma ra, presumi-
velmente também da espécie Rana temporaria (Elkan
1960) de cujas lesoes hepéticas foi isolada cultura pura
da micobactéria tida entdo como bacilo da tuberculose da
ra. Esta cultura se comportava como a descrita por Kiister
(1905).

Griffith (1930) também descreveu uma micobacteriose
em ras da espécie Pseudis paradoxa portadoras de lesGes
semelhantes as da tuberculose no figado. A micobactéria
isolada distinguia-se sorologicamente de M. piscium
(Bataillon et al. 1987), de M. cheloni (Friedmann 1903) e
de M. marinum (Aronson 1926) estas procedentes de
peixes e queldnios.

Darzins (1950-52) descreveu uma epizootia de mico-
bacteriose (tuberculose) em ras da espécie Leptodactylus
pentadactylus, conhecidas no Estado da Bahia por
“gias”. Verificou-se que todas as 60 ras capturadas em
pogos e bicas d’agua de 4 locais diferentes de subiirbios
da cidade de Salvador eram portadores de lesGes macro
e/ou microscépicas, de aspecto nodular, de cor branco-
amareladas, em maior ou menor nimero, afetando princi-
palmente o figado, mas também os pulmées, o peritonio,
o intestino e em alguns casos as mesmas lesdes estavam
localizadas nas articulagdes dos membros. As lesées ini-
ciais eram formadas por células mononucleares e histié-
citos envoltos por delgada cdpsula de tecido conjuntivo
fibroso. Nas lesGes mais evoluidas o centro do nédulo se
transformava em massa caseosa e a periferia em densas
camadas concéntricas de tecido conjuntivo, separando
nitidamente os nédulos entre si ou estes do tecido normal
dos 6rgdos. O autor chamou a atengdo pela auséncia de
células gigantes de Langhans. Nas lesdoes foram encon-
tradas numerosas bactérias ¢m forma de bastonetes com
acentuada dlcocl-4cido resisténcia. As micobactérias isc-
ladas apresentavam caracteristicas bicquimicas seme-
lhantes as de M. ranae, mas como diferiam um pouco em
alguns aspectos morfolégicos, tintoriais e culturais, o
autor propds o nome de M. giae.

Mais recentemente, Schwabacher (1959) assinalou a
presenca de lesGes tuberculSides em sapo da espécie Xe-
nopus laevis, localizadas na pele. A infeccao manifestou-
se por miuiltiplas formagbes granulomatosas envolvendo
mais a porgdo superficial do derma. Histologicamente
estas lesdes eram constitufdas por massas densas de célu-
las endoteliSides, macréfagos, linf6citos e polimorfonu-
cleares, entremeadas por amontoados de bastonetes 4lco-
ol-4cido resistentes. A micobactéria isolada, que no meio
de cultura de Loewenstein-Jensen revelou colonias lisas,
Umidas, semelhantes as de M. aviwn, apresentou com-
portamento bioquimico diferente das micobactérias atipi-
cas conhecidas, o que levou a autora a denomini-la de
M. xenopi.

Elkan (1960) relatou também um caso de ‘‘tuberculo-
se” em sapo da espécie Xenopus laevis com lesGes no-
dulares apenas no rim. Em dois sapos da espécie Bufo
bufo o mesmo autor encontrou lesées tuberculéides no fi-
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gado, bago, rim, nos pulmdes, intestinos e testiculos que
considerava como tuberculose miliar. Nas lesoes foi visto
grande nimero de micobactérias, mas nao se refere ao
isolamento e identificagdo destas.

No presente trabalho descreveu-se a ocorréncia de um
surto de micobacteriose em ras de uma criag@o industrial,
causada por M. marinum, cujo achado ainda ndo havia
sido registrado na literatura e que assume importancia
também pelos aspectos sanitirios € econ0micos para a ra-
nicultura.

MATERIAL E METODOS

Numa criagdo comercial de ras da espécie Rana castesbeiana, co-
nhecida vulgarmente por ra-touro (Bullfrog) localizada no Esta-
do do Rio de Janeiro, foram adquiridas 60 novas ras e colocadas
Jjuntas com um lote de 100 j4 cxistente. Cerca de 3 semanas ap6s
comegou a ocorrer alta mortandade de animais. Foi feita uma vi-
sita a propriedade para levantamento do hist6rico da doenga e das
condi¢des higiénico-sanitdrias do ranério. Na ocasido foram co-
lhidas 22 ras doentes ou recém-mortas para exames clinico, an4-
tomo-histopatoldgico e bacterioldgico. Fragmentos de &6rgios
lesados foram fixados em solugio de formol a 10% e os cortes
histolégicos corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE),
de Ziehl-Neelsen (ZN), de Fontana, de Perl e de Turnbull. Esfre-
gacos dos 6rgaos lesados foram corados pelas técnicas de Gram e
de Ziehl-Neelsen. O triturado dos érgios foi semeado, direta-
mente, em meios simples e enriquecidos e, apds descontaminagio
em solucao a 6% de 4cido sulfiirico, em meio de Loewenstein-
Jensen, com e sem glicerina, bem como com e sem aeragdo. A in-
cubagdo foi feita a 30 e 37°C, durante 30 dias e acompanhada
por duas inspecOes semanais. A identificagdo do agente etiolégico
baseou-se na morfologia e propriedades tintoriais do germe, nos
aspectos culturais das coldnias segundo a classificagio de Runyon
(1959) e nas propriedades bioquimicas das micobactérias isoladas.
A caracterizacdo bioquimica foi realizada pelas provas descritas
por Langenegger et al. (1973).

RESULTADOS

A doenga incidiu em cerca de 50% do lote de 160 ras ad-
quiridas recentemente, manifestando-se por progressiva
apatia, adinamia e redugao do apetite dos animais €, con-
sequentemente perda de peso ou retardamento do cresci-
mento. Na fase final da doenga, as rés permaneciam pa-
radas, cabisbaixas. A enfermidade evoluiu progressiva-
mente para a morte. ApSs terem morrido cerca de 50%
dos animais, o proprietério sacrificou o restante do lote.
A necrépsia de 22 ras que morreram vitimas da doenga
ou foram sacrificadas quando ji doentes, revelou em to-
dos os animais a presenga de lesdes nodulares caseosas
de cor esbranquigada no figado, no baco e nos rins e mais
raramente nos pulmoes, variando o niimero e o tamanho
destas. Os nédulos, cujo tamanho oscilava desde o de ca-
bega de alfinete at€ 4mm de didmetro, encontravam-se di-
fusamente disseminado nos rins, no bagco e no ffgado e
sob as serosas do corag@o e dos pulmées. N6dulos maio-
res deformavam os Orgaos e ao corte apresentavam um
contetido caseoso bem delimitado do tecido normal por




SURTO DE MICOBACTERIOSE EM RAS CAUSADO POR Mycobacterium marinum

Fig. 1. Nédulos concéntricos no figado de ra, Rana catesbeiana,
revelando densas massas de Mycobacterium marinum, d/-
cool-dcido resistentes. ZN, obj. 10

Fig. 3. Nédulos no figado de ra de vdrios tamanhos e em coales-
céncia, mostrando alta concentragdo de M. marinum nos
granulomas. ZN, obj. 10.

Fig. 5. Tubérculo inicial formado por macréfagos epitelibides
com citoplasma esponjoso. no figado de ra. HE, obj. 16.

Fig. 2. Nédulo no figado de ra demonstrando aglomerados de M.
marinum nos restos celulares centrais e entre as camadas
concéntricas periféricas. ZN, obj. 20.

Fig. 4. Coalescéncia de varios tubérculos num grande nédulo
bem delimitado pelo tecido hepdtico normal. HE, obj. 6.

Fig. 6. Granuloma com reacao discreta contendo massa de res-
tos celulares no figado de ra. HE, obj. 16.
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uma fina c4psula conjuntiva. O material caseoso néao cau-
sava rangido ao corte e a bacterioscopia de esfregago co-
rados pelo método de Gram e Ziehl-Neelsen do material
triturado revelou apenas a presenca de bastonetes € coco-
bastonetes, dlcool-4cido resistentes, intensamente corados
pela fucsina.

Histologicamente, os nédulos revelaram-se como gra-
nulomas em vérios estigios de desenvolvimento, que,
portanto, diferiam morfologicamente entre si. Os tubér-
culos menores eram formados por aglomerados de macré6-
fagos epiteliides com abundante citoplasma de aspecto
esponjoso ou granular e bordos indistintos (Fig. 5). Estes
actimulos de macréfagos epiteliGides eram envolvidos por
finas laminas concéntricas de fibrécitos e colageno, que
as vezes eram entremeados por raros linfécitos, plasméci-
tos e heter6filos. Outros granulomas apresentavam-se
com massa de restos celulares, também arranjadas con-
céntricamente em laminas, envolvida externamente por
faixas de tecido conjuntivo, de espessura varidvel (Fig.
6). Estigios intermedirios entre estas duas formas tam-
bém eram vistos, nos quais a massa de detritos celulares
era envolvida por um manto de macréfagos epiteliGides,
circundados por faixa de tecido conjuntivo. Mais rara-
mente alguns granulomas maiores constituiam-se por
simples massas caseosas amorfas, delimitadas por tecido
conjuntivo. Calcificagdo distréfica foi raramente obser-
vada, porém os granulomas, com freqii€ncia, continham
varidveis quantidades de melanina. Coalescéncia de gra-
nulomas ocorreu eventualmente (Fig. 3 e 4). Pela colora-
cado de Ziehl-Neelsen encontravam-se no centro € entre as
lAminas de restos celulares, grande nimero de bastonetes
corados pela fucsina (Fig. 1 e 2).

As semeaduras do triturado dos Srgaos lesados, dire-
tamente, em meios para rotina de diagnéstico nao revela-
ram crescimento de microrganismos em 24 e 48 horas. O
mesmo triturado depois de descontaminado € semeado em
meio de Loewenstein-Jensen, revelou crescimento de
grande ntmero de coldnias visiveis, a partir do 72 dia de
incubagio a 30°C. Posteriormente também houve cresci-
mento a 37°C. Repiques das culturas, quando incubadas
no escuro, apresentavam-se acrométicas, no entanto, as
mesmas tornavam-se pigmentadas de amarelo vivo 2 ala-
ranjado quando expostas a luz, caracterizando-se assim
como fotocromogénicas pertencentes ao grupo I de Run-
yon (1959).

A caracterizagdo bioquimica das culturas isoladas re-
velou que as provas da catalase & temperatura ambiente e
a 68°C foram positivas, nao havendo reducdo do nitrato,
mas sim desdobramento da uréia e lenta hidrélise do
Tween 80. O Quadro 1 redne os resultados das provas
realizadas.

Quadro 1. Caracterfsticas culturais e bioqufimicas do agente causai,

Mycobacterium marinum, isolado das lesoes granulomatosas
de Rana catesbeiana

Crescimento Folocxjoj - Catélase Nitrato l{i}lrélisc
T mogenici- ", oq~ce0c  fedutase  deTween 80 Ureuse
Dias 30°C 37°C  dade " - (4horas) (10 dias)

8 + x + + o+ - + +
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A soma dos resultados acima descritos permitiu identi-
ficar o agente causal como Mycobacterium marinum e a
doenga como micobacteriose da ra.

DISCUSSAO

Analisando-se os resultados das pesquisas j4 feitas sobre
a chamada ‘‘tuberculose’ dos anfibios, verifica-se, sob o
ponto de vista anitomo-patolégico, que ocorrem duas
formas distintas de micobacterioses, a visceral e a cuté-
nea. A infeccdo visceral se caracteriza por miltiplos gra-
nulomas, variando em nidmero e em tamanho, dissemina-
dos no figado, bago, nos rins, pulmées, mais raramente
no peritdnio, intestino, e nos testiculos. Esta forma visce-
ral foi assinalada na ri européia Rana temporaria (Kiister
1905, Lichtenstein 1920), na rd Pseudis paradoxis (Grif-
fith 1930), na rd Leptodactylus pentadactylus (Darzins
1950/52) e agora pelos autores na ra comercialmente ex-
plorada, Rana catesbeiana. A forma visceral também foi
descrita em sapos da espécie Xenopus laevis e Bufo bufo
(Elkan 1960, Reichenbach-Klinke & Elkan 1965).

A micobacteriose cutinea descrita em sapos da espécie
Xenopus laevis (Schwabacher 1959, Reichenbach-Klinke
& Elkan 1965) caracterizou-se pela formagao de nédulos
que se desenvolviam na pele, envolvendo inicialmente
mais a porgao superficial do derma e posteriormente tam-
bém as camadas mais profundas. Estes nddulos tendiam a
multiplicar-se cobrindo é&reas adjacentes e ulceravam
quando atingiam tamanhos maiores. Histologicamente
consistiam de massas de células endoteliéides, macréfa-
gos, linfécitos e polimorfonucleares com pouco tecido
coldgeno, entremeado por numerosos amontoados de
bastonetes 4lcool-4cido resistentes.

Analisando-se os achados macro e microscépicos do
surto ora descrito em Rana catesbeiana estes caracteri-
zam uma micobacteriose e assemelham-se bastante ao que
tem sido relatado na literatura para esta doenga em anfi-
bios.

A estrutrura € a composigdo celular dos granulomas
sao praticamente as mesmas observadas por Darzins
(1950/52) na epizootia de tuberculose em Leptodactylus
pentadactylus. Reichenbach-Klinke & Elkan (1965)
mencionam que a presenga de células gigantes é muito ra-
ra nos granulomas e que a caseificacao central € usual-
mente pouco pronunciada, o que foi por nés também
constatado no presente surto. No entanto, Darzins (1950,
1952) e Reichenbach-Klinke & Elban (1965) nio se refe-
rem a presenga de heterSfilos nas lesGes. Embora em pe-
queno nimero, estas células por vezes estavam presentes
em meio aos granulomas no presente surto, o que também
foi constatado por Schwabacher (1959) em lesGes tuber-
culSides na pele de sapos Xenopus laevis, causadas por
M. xenopi. Presenga de melanina nas células dos tibulos
contornados do rim tem sido descritas em casos de mico-
bacteriose em sapos (Reichenbach-Klinke & Elkan
1965). A destrui¢do de grandes 4reas do parénquima he-
pético levaria a liberacdo da melanina, af armazenada, pa-
ra a corrente sangiiinea com subseqiiente eliminagao pe-
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los rins. Muitos dos animais por nés examinados porta-
vam avancadas lesGes hepéticas, mas nao foi encontrado
este pigmento nas células dos tibulos renais de nenhum
dos animais.

A presenga da melanina no parénquima hepitico e nas
lesGes tuberculoides foi comprovada pela coloracao de
Fontana e sua liberagdo através da oxidagdo com per6xi-
do de hidrogénio. As coloragdes de Perl e Turnbull re-
velaram pequena quantidade de hemossiderina que nio
tem significado patoldgico.

Quanto 2 etiologia, a forma da chamada “tuberculose’”
visceral & causada por Mycobacteriwn fortuitum. A no-
menclatura do(s) agentes(s) etiol6gico(s) da “‘tuberculo-
se”’ dos anfibios passou por virias propostas. Inicial-
mente a micobactéria isolada por Kiister (1905) foi de-
nominada, genericamente, por bacilo da tuberculose dos
animais de sangue frio. Em 1923, ela foi designada por
M. ranae no Manual de Bergey (1923). Cruz (1938), ao
reestudar as micobactérias do grupo, demonstrou a iden-
tidade de M. ranae com M. fortuitum, prevalecendo en-
tdo o nome desta e M. ranae ficou como sindnimo. Mais
recentemente, Stanford & Gunthorpe (1969) reanalizando
culturas de M. ranae e M. giae (1950/52) também con-
clufram que estas eram idénticas a M. fortuitum. Cultural
e bioquimicamente, M. fortuitum se caracteriza pelo cres-
cimento rdpido, em 3 a 4 dias, por ser acromogénico, por
reduzir nitrato e se enquadrar no grupo 4 de Runyon
(1959).

O surto de micobacteriose visceral, descrito no pre-
sente trabalho, foi causado por M. marinum e parece ser
o primeiro registro desta infeccdo em ras. Esta micobacté-
ria, no entanto, foi identificada como agente causal da
tuberculose de peixes (Aronson 1926, Giavenni et al.
1980, Hoffmann et al. 1983). M. marinum se distingue
cultural e bioquimicamente de M. fortuitum por ser de
crescimento mais lento (7 a 8 dias), por ser fotocromogé-
nico, por ndo reduzir nitrato, € pertencer ao grupo 1 de
Runyon (1959).

A micobacteriose cutdnea descrita em sapos da espécie
Xenopus laevis (Schwabacher 1959, Reichenbach-Klinke
& Elkan 1965) foi causada por M. xenopi que se distin-
gue das duas espécies acima referidas por ser de cresci-
mento lento (30 dias), por ser escotocromogénica, nao
reduz nitrato e se enquadra no grupo 3 de Runyon
(1959).

A existéncia de outras micobactérias responsiveis por
infeccoes espontaneas de anfibios ndo pode ser excluida.
Nao foi possivel consultar o trabalho original de Griffith
(1930) e de outros autores citados por Vogel (1958) e por
Reichenbach-Klinke & Elkan (1965). Elkan (1960) des-
creveu a micobacteriose de sapos em seus aspectos ané-
tomo e histopatolégico, mas nao se referiu ao isolamento
e identificagao do agente causal.

Sob o ponto de vista epizootiol6gico, chamou a aten-
¢ao que a ocorréncia das micobacterioses em anfibios foi
assinalada em animais mantidos em cativeiro e o nimero
de infecgGes nestes foi pequeno a julgar pelo relato de

Kiister (1905) que de 200 ras examinadas encontrou ape-
nas 3 casos e Lichtenstein (1920) que observou apenas 1
dentro de 140.

Contrastando esta informagio, Darzins (1950, 1952),
em Salvador, na Bahia, deparou-se com verdadeira enzo-
otia, pois das 60 ras silvestres examinadas todas estavam
infectadas.

No surto por nds descrito numa criagdo comercial, a
infeccdo propagou-se no lote a partir da introdugio de ras
oriundas de outro randrio. Este achado deve servir de
alerta para o perigo que representa a aquisi¢ao e introdu-
cdo de ras de outras procedéncias. PrecaucGes também
devem ser tomadas para evitar a entrada de ras silvestres
nas criagdes comerciais, bem como para a origem da agua
a ser utilizada no ranério, pois esta pode vir contaminada
por M. fortuitum e M. marinum.

Finalmente, sob o ponto de vista da satide puiblica,
cumpre assinalar que os dois agentes. acima mencionados
podem aproveitar-se de solucoes de continuidade da pele
ou da mucosa do homem e causar infecges ulcerativas
de evolugao cronica e de tratamento renitente.
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