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Resumo

Dez caprinos foram vacinados com toxoide a 3%, dez vacinados com uma bacterina e dois grupos controle
(cinco animais cada) foram examinados e avaliados com um teste de pele. Antigeno cru de células do Corynebacte-
rium pseudotuberculosis formalizado foi utilizado no teste. Todos os caprinos foram desafiados com Corynebacterium
pseudotuberculosis, trinta dias apds as vacinagdes Nenhuma das vacinas induziu reacao de hipersensibilidade na
pele dos caprinos antes da infecgdo. Apés a infeccéo, todos os animais desenvolveram reagbes mensuraveis na pri-
meira, quinta e décima semana em resposta ao teste de pele. Os didmetros da reacéo dérmica aumentaram do déci-
mo dia a quinta semana ap6s a infecgdo. As medidas alcangaram o seu tamanho maior na décima semana O resul-
tado deste estudo indica que antigeno especifico do C. pseudotuberculosis pode ser usado em caprinos no diagnostico
da linfadenite caseosa como teste de pele.
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DIAGNOSIS OF CASEOUS LINPHOADENYTE IN GOATS BASED ON A SKIN TEST

Abstract

Ten goats were vacinated with a toxoid 3%, ten vacinated with a bacterin and two control groups (5 animals
each), were skin tested with a crude antigen of formalin-killed C pseudotuberculosis bacterial cells. All goats were
challenged with a virulent C. pseudotuberculosis thirty days after vaccination Neither the vaccinated nor control goats
responded to the skin test prior to infection. After the challenge, dermal reactions was demonstrated in all animals at
one week, five and ten weeks. The diameters increasead from day ten to five weeks. The reactions were mare promi-
nent at 10 weeks. The results of this study indicate that skin testing with a specific bacterial antigen of C. pseudotuber-
culosis may be useful in goats for field diagnosis of caseous lymphadenitis or as an experimental tool to monitor pro-
gress of the disease.
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Introdugao

A Linfadenite caseosa (LC) é uma doenca in-
fecto-contagiosa causada por uma bactéria denomi-
nada Corynebacterium pseudotuberculosis que aco-
mete caprinos e ovinos, caracterizada pela formacéo
de abscessos superficiais e/ou nas visceras. Diversos
testes sorolégicos e alérgicos foram utilizados no
diagnéstico desta enfermidade2 4,1, entretanto, se faz
necessaria a avaliagdo e o uso pratico em campo. O
teste de pele € um método de diagndstico usado para
verificar uma infeccdo causada por microrganismos
intracelulares, e & também usado para medir o estado
imunolégico mediado por células. E usado comumente
em doengas causadas por mycobactérias. O C. pseu-
dotuberculosis e o Mycobacterium spp apresentam
similaridade na estrutura da parede celular3, sdo mi-
crorganismos intracelulares facultativos, com imuni-
dade mediada por células, dai o uso do teste de pele
ser importante no diagnoéstico destas enfermidades.
Em caprinos e ovinos naturalmente e artificialmente
infectados com C. pseudotuberculosis, a tuberculina
demonstrou uma reagdo cruzada nao especifica, isto,
provavelmente em decorréncia de antigenos comuns
da parede celular?7. Usando células sonicadas do C.
pseudotuberculosis em um grupo de ovelhas com
lesbes de linfadenite visceral8, observaram que o nivel
de reacdo foi baixo (56%)provavelmente devido ao

estado de imunossupressdo, decorrente da doenca
disseminada

LANGENEGGER et al5 utilizaram um alérgeno
em 40 caprinos, que consistia de proteina hidrossolu-
vel, extraida a partir de células lavadas do C. pseudo-
tuberculosis, e conhecida como "linfadenina". Usando
em grupos de caprinos portadores e grupos sadios
encontraram diferenca entre as respostas dos animais
doentes e sadios, mostrando assim resultados pro-
missores. Torna-se essencial contar com meios de
diagnostico desta infeccio, ja em sua fase subclinica e
que sejam de facil aplicacdo. O trabalho teve como
objetivo avaliar o uso do teste de pele em caprines
vacinados e experimentalmente infectados com o C
pseudotuberculosis.

Material e Métodos

A cepa do C. pseudotuberculosis usada no ex-
perimento foi obtida de um abscesso de um caprino
naturalmente infectado. A bactéria foi identificada no
Laboratério de Diagnostico Microbiolagico do Hospital
de Medicina Veterinaria da Universidade da Califrnia,
Davis. Trinta animais da raga Pardo Alpina com idade
de cinco meses, os quais foram casualmente separa-
dos em quatro grupos: Grupo |, (10) animais vacina-
dos duas vezes com toxéide a 3%; Grupo Il, (10) ani-
mais vacinados duas vezes com bacterina; Grupo I,
controle(5) animais vacinados com meio de infuséo de
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‘cérebro e coracdo, e Grupo IV, controle (5) animais
yacinados com solug@o salina. A vacina toxdide a 3%
‘e a bacterina foram produzidas a partir da cepa isola-
da. O antigeno para o teste de pele foi preparado
segundo o método de Brown1. O material final obtido
fol prensado em um instrumento (prensa Francesa) a
20 000 psi para se tornar viscoso e obter a fragmenta-
¢do das células. Em espectofotdmetro, comprimento
de onda de 540um a diluicdo de 1:100 apresentou
absorvancia linear de 0,57 e a transmitancia de 25%.
Trinta dias apos a segunda vacinacéo, todos os capri-
nos foram desafiados por via intradérmica com 100pl
(4.2x103 unidade de colénias formada) de C. pseudo-
tuberculosis. O teste de pele foi realizado 10 dias an-
tes da infecdo experimental, 1 semana, 5 e 10 sema-
nas apés a infeccdo. Cada caprino foi inoculado por
via intradérmica na base mediana ventral da cauda
com 0,1 ml da diluigdo de 1:100 A pele foi higienizada
com alcool a 70% antes de cada inoculagae. A leitura
e a interpretacdo da reacdo alégica foram realizadas
s 24, 48 e 72 horas apos a inoculagdo. A espessura
‘da dobra da pele foi verificada usando um cutimetro
de Hauptner e realizada antes da inoculacdo. O teste
de Student foi utilizado para verificar a diferenga signi-
ficativa do diametro da reacédo dérmica entre os gru-
pos vacinados e 0s grupos controles.

Resultados e Discussao

Os caprinos ndo desenvolveram reagdes ao
teste de pele depois das vacinacdes e antes da infec-
cdo. Apés a infecgdo todos os animais desenvolveram
reagbes mensuraveis em resposta ao teste de pele.Os
didmetros da reagdo dérmica aumentaram do décimo
dia apds a infeccdo a quinta semana, e as medidas
alcancaram o seu tamanho maior na décima semana.
Usando o teste de Studant, ndo houve diferenca signi-
ficativa (p<.01) entre grupos | e |l e entre grupo | e o
dois grupos controle na quinta e decima semana apos
a infeccdo. Os achados estdo condizentes com os de
BROWN et al1 que utilizaram células fragmentadas do
C. pseudotuberculosis em um teste de pele e inocula-
das em intervalos irregulares em caprinos infectados
experimentalmente. Eles observaram que nao houve
reagdo dérmica ao teste antes da infecgédo. Entretanto,
as respostas ao teste de pele aumentaram diretamente
em relacdo a severidade da doencga clinica. Neste
trabalho, o teste de pele foi realizado para avaliar a
imunidade celular em caprines vacinados e infectados
e observou-se que nenhum dos animais vacinados e 0
grupo controle responderam ao teste de pele antes da
infecdo. Apds a infegdo, oito animais no grupo | apre-
sentavam reacéo ao teste de pele na primeira semana,
quinta e décima semana. No grupo |l haviam nove
animais que responderam na primeira semana, e seis
destes na quinta, e oito deles na décima semana. Nos
dois grupos controle, cinco animais reagiram positivos
na primeira semana, quinta e décima semana. As
reagées foram mais proeminente na décima semana
indicando um desenvolvimento continuo da resposta
imuno celular. Nao houve uma correlagdo aparente
entre a severidade da doenga e as reacbes de pele.
Trés animais com a doenga disseminada apresenta-
vam o didmetro da reagdo de 1.8 cm, 1.9 e 1.8 cm,
respectivamente com média de 1,8 cm, enquanto gue
seis animais sem a presenca de lesGes demonstravam
reagbes de 20cm, 1.9 2.1, 1.0, 1.7, e 1.2 em, com
média de 1.65 cm.

As reacbes nao descriminadas observadas
nestes animais, talvez seja a um nédo Unico compo-
nente. O reagente utilizado neste experimento para o
teste de pele era cru, ou seja uma suspenséo de celu-
las fragmentadas do C. pseudotuberculosis, entéo
uma quantidade vasta de antigenos incluindo compo-
nentes da parede celular, citoplasma e organelas
intracelulares estavam presentes aos imundcitos, A
presenca da exotoxina encontrada na parede celular e
em mener quantidade na parede celular desta bacté-
ria1,3 pode favorecer uma reacdo local de Arthus o
que ficou confundide com a possibilidade de uma
reacdo de hipersensibilidade. O antigeno purificado
pode ser Uil na avalicdo da resposta imunolégica em
animais experimentais para observar o progresso da
doenga ou em diagnostico de caprinos com LC em
campo3,5. O C. pseudotuberculosis € uma bactéria
intracelular facultativa3 e a eliminacéo deste micror-
ganismo necessita de células especializadas e ativas
na lesdo. A imunidade mediada por células induz a
formagdo de uma populagdo de células mononuclea-
res especializadas em fagocitar e destruir estes mi-
crorganismos intracelularest.

Conclusodes

Os achados demaonstram que & fundamental a
purificagdo do antigeno para o teste de pele da linfa-
denite caseosa, removendo a exotoxina e componen-
tes citoplasmaticos. O uso de um antigeno especifico
do C. pseudotuberculosis como teste de pele pode
auxiliar no diagnéstico da linfadenite caseosa em ca-
prinos e ovinos a campo. O teste de pele para o C.
pseudotuberculosis € Gtil para verificar a imunidade
mediada por células e detectar casos subclinicos em
um rebanho onde a avaliagdo sorolégica € impratica-
vel.
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