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TESTE DE INIBICAO DA HEMOLISE SINERGICA (IHS) COMO INSTRUMENTO NO
CONTROLE DA LINFADENITE CASEQOSA

Francisco Selmo Fernandes Alves
Raymundo Rizaldo Pinheiro
Patricia Carneiro Pires

Maria das Gragas Marques
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O teste de IHS foi desenvolvido na Califérnia para deteccdo de infecgdo por
Corynebacterium pseudotuberculosis em cavalos (Knight 1978). No Nordeste do Brasil,
Brown et al. (1986) utilizaram o teste de IHS em 272 animais, dos quais 196 eram
caprinos e 76 ovinos. Os resultados demonstraram uma soropositividade de 98% em
caprinos com abscessos, 28%. de caprinos sem abscesso, 96% de ovinos com
abscesso, e 10% em ovinos sem abscesso. O teste baseia-se na interacdo da exotoxina
do Corynebacterium pseudotuberculosis (fosfolipase D) com a exotoxina do
Rodhococcus equi (fosfolipase C), para a formagdo de hemélise em placas, contendo
meio de cultura (dgar base) e hemdéceas previamente sensibilizadas, desde que na
auséncia de anticorpos (anti-toxina C. pseudotuberculosis). Em presenca do anticorpo a
toxina o reconheceria nao podendo assim, reagir com a exotoxina do Rhodococcus
equi, consequentemente, ndo haveria halo de hemdlise em placa, dai a indicacdo de que
o animal tem a antitoxina produzida pelo C. pseudotuberculosis .

Esse é um dos muitos testes para a deteccdo de infeccio por C.
pseudotuberculosis. Entre outros, configuram o teste desenvolvido por Carne (1940),
utilizando-se do mesmo principio do teste de Schick (para pesquisa do Corynebacterium
diphteriae), sem obter resultados convincentes; o teste de AHI (Anti -B-Hemolisis
Inhibition), com sensitividade de 92% e especificidade de 96% (Zaki 1968); o teste de
precipitagao em gel; o ELISA, com sensibilidade compardvel ao IHS; e o DOT BLOT
(Vaseih, 1990) que se utiliza da reacdo antigeno-anticorpo em membrana de
nitrocelulose.

~ Ateé o presente momento, foram pesquisados 154 animais caprinos no periodo de
7 de dezembro/95 a 15 de janeiro/96, provindos de quatro fazendas distintas com
diferentes sistemas de manejo.

A Linfadenite Caseosa (LC), doengca mundialmente endémica entre rebanhos do
caprinos e ovinos, representa grandes perdas econdmicas, decorrentes de lesdes na
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pele e orgaos (devido a abscessos), queda na producao leiteira, problemas reprodutivos
e emagrecimento cronico do animal. A LC é provocada pelo Corynebacteruim
pseudotuberculosis, bactéria piogénica que provoca necrose tecidual, de alta viruléncia
e patogenicidade.

O teste de IHS é pratico, simples e sensivel para a detecgao de antitoxina da
bactéria, tendo como base cientifica a hemdélise provocada pela reagdo da exotoxina do
Corynebacterium pseudotuberculosis com a exotoxina do Rhodococcus equi .

O desenvolvimento e a aplicagdo do teste IHS, em rebanhos caprinos e ovinos no
Nordeste, oferecem aos técnicos e produtores a possibilidade de intervir no processo de
proliferacdo da doenca, bem como possibilitam que o produtor determine o destino dos
énimais soropositivos para LC. Esse exame laboratorial tem sido bem aceito por ser um
teste de facil manuseio, simples e, relativamente, barato. A especificidade do teste é
questionada, pois 0 mesmo pode detectar anticorpos formados em infecgdes passadas.
Em um experimento de campo, o teste de IHS foi aplicado em animais com a doenca
natural, mostrando uma sensibilidade de 98% para caprinos e 96% nos ovinos. O:
titulos de anticorpos permaneceram até o estdgio subclinico da doenca, o que implica
que o IHS pode ser usado para detectar portadores infectados (Brown et al., 1986). i
caprinos infectados experimentalmente, o teste foi positivo em todos os animais que
desenvolveram lesdes.

Esta pesquisa tem por objetivo verificar a presenga de anticorpos circulantes
através do IHS para a exotoxina do C. pseudotuberculosis, em rebanhos de caprinos e
ovinos. Os resultados obtidos com o IHS serdo comparados com outro teste soroldgico
denominado DOT BLOT.

O teste sorolégico utilizado foi o IHS, para verificar anticorpos para a exotoxina
do C. pseudotuberculosis no sbro sanguineo de caprinos.

Foram coletados, entre dezembro/95 e janeiro/96, os sbéros sanguineos de 154
caprinos, dos quais 104 pertencem 3 Fazenda Iracema em Quixada-CE, 20 do
CNPCaprinos, 16 animais pertecem a Fazenda Lagoa do Mucambo (Amontada-CE) e 14
sdo parte do rebanho da Fazenda Missf em Amontada-CE.

O teste ¢ feito com sdro sanguineo do animal a ser testado; placa de 4gar-sangue
contendo hemdceas sensibilizadas com exotoxina do Rhodococcus equi; solucdo
tampao formolizada (BFS), e exotoxina de C. pseudotuberculosis, previamente titulada.

Na realizagdo do teste, é aplicada a seguinte metodologia: 100ul do sdro animal a
ser pesquisado sdo diluidos de forma a se obterem concentragdes finais de 1:2; 1:4;
1:8; 1:16; etc. A solugdo é formada por 50ul de BFS em cada orificio, excluindo-se o 1°
de cada série onde ficaram 100ul da amostra sorolégica a ser diluida. Ap6s a diluicdo
em BFS, adiciona-se a exotoxina de C. pseudotuberculosis (50ul) em todos os orificios
e deixa-se em repouso por 30 minutos. A solugdo, em todas as suas diluigcdes, ¢
absorvida por discos de papel filtro estéreis que, posteriormente, sdo colocados em
placas de agar-sangue, contendo heméceas de sangue ovino lavadas e sensibilizadas
com a toxina de Rhodococcus equi. As placas sio incubadas a 37°C por 24 horas e a
leitura interpretada apds incubagdo. O halo de hemdlise ao redor do disco é um
indicador da auséncia de anticorpos para a exotoxina de C. pseudotuberculosis.

Os animais positivos tiveram considerdveis variagcdes nos titulos de anticorpos
(anti-toxina C. pseudotuberculosis), destacando-se a Fazenda Lagoa do Mucambo, pela
baixa incidéncia de LC, (03 animais positivos, de uma amostragem de 16 animais do
plantel que apresentaram titulos de 1:2). A Fazenda Missi foi representada por 14
animais de um plantel de aproximadamente, 110 animais. Dos animais testados, 12
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foram soropositivos, (06 dos animais com titulos de 1:2; 02 de 1:4; 03 com titulos de
1:8 e um com titulo de 1:16). Na Fazenda Iracema, a percentagem de soropositivos
também foi elevada. De um total de 104, escolhidos aleatoriamente, 86 foram
soropositivos, e destes, 20 tinham titulos de 1:2; 29 de 1:4; 12 de 1:8 e 25 com titulos
2 1:16.

A distribuigdo da soropositividade e soronegatividade entre racas se di conforme
a seguinte tabela:

TABELA 1 - Resultados/Racas
w Moxoté Canindé % Anglo % Anglo Brithia Saanen Pardo Srd
_Reacéao

_____ Nubiana  Nubiana Alpina

Soropositivo 18 28 08 07 05 01 01 24
Soronegativo 05 02 06 02 03 - - 16
Total 23 30 14 09 038 01 01 39

TABELA 2 - Resultados/Presenca de abscessos

Ni Soropositivo  Soronegativo
Abscesso

Presente 18 10
Ausente 78 25

O teste de IHS tem demonstrado eficdcia para detectar anticorpos circulantes
para a exotoxina do C. pseudotuberculosis em animais com ou sem a presencga de
abscessos, criados em diferentes sistemas de produgéo.
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