USO DE UMA VACINA TOXOIDE NO CONTROLE DA LINFADENITE
CASEOSA EM CAPRINOS

USE OF ATOXOID VACCINE TO CONTROL CASEOUS LYMPHADENITIS ON GOATS
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RESUMO - A linfadenite cascosa (LC) causa perdas econd-
micas diversas aos rebanhos de caprinos ¢ ovinos. Medidas
de controle, como vacinagdo e os procedimentos de manejo
tém obtido limitado sucesso. A cinética da resposta imune
em caprinos para esta doenga, como também a avaliagio de
uma vacina eficaz se faz necessaria para verificar as medi-
das adequadas a sua profilaxia. Neste trabalho, foi avaliada
a eficdcia de uma vacina toxodide no controle da LC em
caprinos. Um grupo de caprinos da raga Pardo Alpina foi
vacinado por via subcutdnea, duas vezes, com um toxoide a
3% e desafiado com 4,2 x 10° ml Corynebacterium
pseudotuberculosis por via intradérmica. Os pardmetros ob-
servados foram manifestagdes patologicas e titulos soroldgicos
detectados pelo teste de inibigdo da hemolise sinérgica. O
uso do toxdide reduziu a propagacdo do C. pseudotuberculosis
do local da inoculagio a outras partes do corpo, demonstra-
do pela redugdo do niimero e da disseminagio de abscessos,
quando comparados os animais vacinados com o grupo con-
trole.

PALAVRAS CHAVE - Linfadenite caseosa, Corvnebacterium
pseudotuberculosis, imunoprotegio, vacina, caprino.

ABSTRACT - The caseous lymphadenitis causes economic
losses fo the goat and sheep herds. Measures of control
including vaccination and management procedures have been
slightly successful. Knowledge of the immunokinetics
response of goats with this disease and the response to
vaccination would be useful in assessing the efficacy of
prophylactic measures. An assessment was made of the
immunologic response of goats to vaccination with a toxoid
prepared from a goat strain of Corynebacterium
pseudotuberculosis followed by an intradermal challenger
infection with the same organism. In this study Alpine goats
were vaccinated twice subcutaneously with a 3% toxoid
vaccine and challenged with 4.2 x 10° ml C.
pseudotuberculosis. The parameters examined were the
pathological manifestations and serological titers measured
by the serum hemolysin inhibition test. Vaccination with a
toxoid appeared to reduce the risk of organisms spreading
Jrom the site of inoculation to establish in other parts of the
body. This was demonstrated by the reduced numbers and
dissemination of abscesses in vaccinated goats compared to
control goats.

KEY WORDS - Caseous lvmphadenitis, Corynebacterium
pseudotuberculosis, immunoprotection, vaccine, goat.

INTRODUCAO

A linfadenite caseosa € consi-
derada doenga cronica, debilitante e
contagiosa dos caprinos e ovinos, exis-
tindo em todos os paises onde sdo cri-
ados. E causada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis
e trata-se de um sério problema para a
caprinovinocultura nacional, evidenci-
ado por perdas econdmicas diversas,
como desvalorizagdo da pele em 40%,
diminuigdo da produgio de leite, cus-
to de drogas e mio-de-obra para tratar

abscessos externos (Figueiredo et al.,
1982; Burrel, 1981; Stoops et al.,
1984). Duas formas desta doenga tém
sido observadas: a cutdnea externa, ca-
racterizada por linfadenopatia unila-
teral ou bilateral, e uma forma mais
rara, a visceral, com formagio de abs-
cessos nos linfonodos internos e/ou
orgios (Ashfaq & Campbell, 1980;
Burrell, 1981). Esta condigdo que aco-
mete ovelhas adultas, € associada e
conhecida comumente, nos Estados
Unidos, como "sindrome da ovelha
magra" (Gates et al., 1977).

O controle da linfadenite
caseosa ndo tem surtido resultados
satisfatorios (Burrel, 1981; Nairn et
al., 1982). O longo periodo de incuba-
¢do0 e a natureza recorrente desta do-
enga, demonstrada pela formagdo ¢
aparecimento de abscessos, torna difi-
cil a distingdo entre animais infectados
e nio infectados (Batey, 1986). A in-
trodugio de um animal infectado em
um rebanho indene resulta em apare-
cimento de abscessos nos animais ao
longo de 2 a 3 anos. E, uma vez
estabelecida a doenga, € dificil a sua
erradicagio.
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Virias tentativas com vacinas fo-
ram conduzidas em experimentos usando
coelhos e ovinos, dentre elas uma vacina
feita de células mortas (bacterina) do C.
pseudotuberculosis, contudo, ndo induziu
protegdo contra a doenga clinica. A mes-
ma vacina misturada a toxina do
Clostridium tetani ¢ do Clostridium
perfringens tipo D, protegeu ovelhas que
foram avaliadas pela diminui¢io de abs-
cessos na carcaga (LeaMaster et al., 1987).

Com o uso da toxina inativada
(toxoide) do C. pseudotuberculosis em
ovelhas obteve-se protegdo contra a infec-
¢do inicial, observada pelo aparccimento
de abscessos estéreis no local da inoculagio
(Nairn et al., 1982). Este preparado, quan-
do foi utilizado em caprinos, demontrou
protegdo, reduzindo o nimero de lesdes.

A exotoxina do C. pseudotuber-
culosis inativada em formol a 3% e mistu-
rada ao adjuvante incompleto de Freund's

prooduziu resultados promissores no contro-

le da linfadenite caseosa (Brown, 1986).

O desenvolvimento de uma vacina
viva atenuada, feita com uma amostra do
C. pseudotuberculosis, por pesquisadores
na Bahia, mostrou resultados signiticantes.
Através de exames anatomopatoldgicos,
verificaram que esta vacina em caprinos,
quando utilizada sem adjuvante, foi capaz
de conferir imunoprotegdo a 83,3% dos
animais (Ribeiro et al., 1991).

O conhecimento da cinética da
resposta imune em caprinos com esta
doenga, como também a avaliagdo do
tipo de vacina eficaz, fazem-se neces-
sarios para indicar as medidas adequa-
das a sua profilaxia. Neste trabalho, um
grupo de caprinos foi vacinado com
uma vacina toxoide (3%) concentrada
e desafiado com o C. pseudotuberculo-
sis. Os pardmetros observados foram
manifestagdes patologicas e titulos
sorologicos medidos pelo teste de IHS.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 15 caprinos
da raga Pardo Alpina, com idade de
10 semanas, soronegativos, através do
teste de inibigdo da hemolise sinérgica
(IHS), para o C. pseudotuberculosis.
Os animais foram separados ao acaso
em dois grupos: um de 10 animais,
constituindo o grupo amostra, o outro
coin cinco animais, constituindo o gru-
po controle. Os animais pertenciam ao
rebanho da Universidade da Califor-
nia - Davis (EUA), sem historico de
linfadenite caseosa, e aclimatados em

pasto durante trés meses antes da va-
cinagdo.

Uma amostrade C. pseudotubercu-
losis isolada de um abscesso de caprino
foi cultivada em agar sangue a 37°C por
48 horas, em jarra anaerobica contendo 5%
de CO,. Uma coldnia foi transferida para
500 ml de caldo da infusdo de cérebro e
coragdio (ICC) contendo 0,1% de Tween 80
¢ incubado por 72 horas a 37°C em agita-
¢lio constante. Apos esle periodo, o caldo
bacteriano foi semeado em agar sangue
para observar sua pureza ¢ centrifugado por
30 minutos a 6.000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi filtrado inicialmente atra-
vés de uma membrana de nitrocelulose com
porosidade de 0,45 pm e em seguida de
0,20 um. Foi adicionado Thymerosal
(Sigma) [concentraglio final 1:10.000] ao
caldo toxico e conservado a 4°C. Um volu-
me de 400 ml da toxina foi concentrado
através de liofilizagdo e reconstituido em
30 ml de agua destilada estéril. Através
do teste de IHS, usando agar sangue con-
tendo hemacias sensibilizadas com a toxi-
na do Rhodococcus equi, o titulo
hemolitico da toxina foi determinado como
sendo a diluigdo de 1:8. Solugio de
formaldeido foi adicionada ao produto to-
xico, perfazendo o total do volume uma
percentagem de 3%, o qual foi incubado
por 18 horas a 37°C. Verificou-se¢ que a
atividade hemolitica estava inativada,
usando o teste de IHS. A antigenicidade
foi determinada através do ensaio de com-
petigdo de ligadura, utilizando toxina
formolizada e toxina nlo alterada, contra
soro controle positivo no teste de [HS, A
atividade hemolitica da toxina formolizada
nie existia enquanto a sua antigenicidade
era mantida nesta concentragdo.

O grupo amostra, com dez
caprinos, foi vacinado subcutaneamen-
te com 2 ml do preparado contendo 1
ml da toxina formolizada misturado a
1 ml do adjuvante incompleto de
Freund's (AIF) na regido pré-cscapular
direita. O grupo coutrole, contendo
cinco caprinos, foi vacinado com 2 ml
do preparado (1 ml de ICC misturado
a | ml de AIF) da mesma maneira que
0 grupo amostra. A segunda vucina-
¢do ocorreu duas semanas apds a pri-
meira, seguindo o mesmo procedinen-
to, com aplicagdes no lado esquerdo
de cada animal. Trinta dias apos a se-
gunda vacinagdo os animais foram re-
movidos de uma drea isolada, separa-
do o grupo amostra do controle, em di-
ferentes baias, e desafiados intra-
dermicamente com 4.2x10°ml C.
pseudotuberculosis na regido para-
lombar.

Os animais foram examinados

diariamente através da palpagiio dos
linfonodos e coletadas amostras de san-
gue semanalmente para determinar os
niveis de anticorpos circulantes duran-
te a vacinagiio e apos o desafio, atra-
vés do teste de IHS. Os animais foram
sacrificados 10 semanas apos serem
desafliados e o exame completo pos-
morte realizado em cada carcaga. As
principais visceras, os linfonodos su-
perficiais e os internos foram exami-
nados 4 procura de abscessos. Cada
linfonodo foi aberto e o material puru-
lento coletado por "swab" para isola-
mento do C. pseudotuberculosis. Os
linfonodos aumentados de volume sem
a presenga de abscessos foram também
coletados na tentativa de se isolar C.
pseudotuberculosis. A localizagdo dos
abscessos, o niunero de abscessos em
cada linfonodo e o ntimero de linfono-
dos com abscesso por animal foram
registrados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quarenta e oito horas apods a
administragio do toxéide havia
inchago no local do indculo, que per-
sistiu por uma semana, diminuindo aos
vinte dias. Os animais apresentavam-
se clinicamente normais, Dos quatro
aos sete dias pos-desafio observou-se
reagido inflamatdria com formagdo de
pequeno abscesso no local da
inoculagdo que persistiu por quinze
dias. Do dia 2 até o dia 35 pds-desafio
o linfonodo pré-femural direito apre-
sentava-se aumentado de volume em
todos os animais.

O nlimero de abscessos em cada
linfonodo, o niimero de linfonodos com
abscessos, a localizagdo dos abscessos
e os resultados do isolamento
bacteriano obtidos & necropsia estdo
nas Tab. 1 e 2. Os resultados obtidos
com o teste de [HS estio inseridos nas
Tab. 3 e 4.

Nio foi detectado, através do
teste de IHS, titulo de anticorpos no
soro dos caprinos durante o periodo de
vacinagdo e antes da fase de desafio
(Tab. 3 e 4). Em geral, os titulos de
anticorpos nos animais vacinados al-
cangaram seu pico na quinta semana
pos-desafio e diminuiram pela oitava
semana. Nos animais do grupo contro-
le os titulos aumentaram da segunda
semana pos-desafio até a oitava sema-
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Tab. 1 - Distribuigdo isolamento e identifica¢io de bactérias oriundas de abscessos
em animais vacinados com toxoide.

N do Localizagao do abscesso Abscesso Linfonodos Isolamneto

animal na necropsia por com abscesso  bucteriano
linfonodo por animal

01 Linfonodo pré-femural dircito pequeno (1) 1 C. pseudotuberculosis

02 Linfonodo pré-femural direito grande (1) 1 C. psendotuberculosis

03 Linfonodeo pré-femural direito pequeno (1) 1 C. psexdotuberculosis

04 Nio havia lesdo nenhum nenhum  nenhum

05 Linfonodo pré-femural direito pequeno (1) 1 C. pseudotberculosis

06 Nio havia lesio nenhum nenhum nenhum

07 Linfonodo pré-femural direito pequeno (1) 1 C. psewdaticberculosis

08 Linfonodo pré-femural direito pequzno (1) 1 C. pseudowberculosis

09 Linfonodo pré-femural direito pequeno (1) 1 C. pseudotuberculosis

10 nenhum nenhum nenhum nenhum

(" Todos os linfonodos preescapulares apresentavam-se hipertrofiados bilateralmente e foram processados na
tentativa de isolar C. pseudotuberculosis. ndo houve 1solamento,

Tab. 2 - Distribuigiio, 1solamento ¢ identificagiio de bactérias oriundas de abscessos
em animais do grupo controle.

N® do Localizacio do abscesso Abscessos Linfonodos Isolamneto
animal . necropsia por com abscessos bacteriano
linfonodo por animal
Pré-tfemural direito, pequena (2)
11 traqueobronguial e peyueno (2) 3 O psendotiberculosis
mediastinico peyuieno (2)
12 Local da inoculagio pequeno (1) " C. pseudotherculosis
13 Nenhum nenhum R a
14 Pré-femural direito, pequieny (2) C. psendotuberculosis
- traqueobronquial e pequenn (2) 3
mediastinico peyueno (3)
pulmio grande (1) pulmic C. pseudotuberculosis
15 Local da inoculagio pequeno (1) 1 C. psendotuberculosis

Linfonodo pré-femural direito médio (1)

na, diminuindo pela décima.

No presente estudo, o uso do
toxoide demonstrou reduzir a propa-
gagdo do C. pseudotuberculosis do lo-
cal da inoculagdo a outras partes do
corpo, demonstrado pela redugio do
namero e da disseminagdo de absces-
s0s, em se comparando animais vaci-
nados e do grupo controle. Cameron
etal, (1972). Nairnet al. (1977, 1982)
e Brown (1986) sugeriram que as
antitoxinas limitam a multiplicagio
inicial, propagagdo local ¢ disse-
minagdo geral da bactéria C.
pseudotuberculosis em caprinos € ovi-
nos. Entretanto, LeaMaster et al.
(1987), usando uma bacterina, obser-
varam que havia protegdo em ovelhas
apos a infecgdo experimental. Estas
interpretagdes reafirmam Hard (1969)
ao enunciar que a avaliagio da imuni-
dade poderia ser medida pela supres-
siio da formagido das lesdes. A reagdo
no local da vacinacio foi em decorrén-
cia do uso de adjuvante incompleto de
Freund's. a qual desapareceu dentro de
20 dias. Isto era esperado, pois adju-
vantes a base de oleo produzem rea-
¢oes granulomatosas locais (Tizard,
1982). Estas recagdes ndo causaram
nenhum efeito no estado higido dos
animais neste experimento. A inocu-
lagdo intradérmica nos caprinos com
C. pseudotuberculosis resultou em re-
agio inflamatéria caracterizada por
pequeno abscesso contendo exsudato
de aspecto purulento. Neste estudo nio
houve diferenga entre os grupos, ob-
servagdo também registrada por outros
pesquisadores os quais verificaram re-
ac¢do inflamatodria e lesdes supurativas
em caprinos vacinados e infectados,
atribuindo tais efeitos a exotoxina do
C. pseudotuberculosis (Ashfaq &

Tab. 3 - Titulos sorologicos detectados pelo teste de IHS nos animais vacinados com toxoide.

Campbell, 1980; Brown et al.,
1986). Resultados também si-

N® do 1* 20 desafio  1* 2t 5* 8 10
animal  vacinacio  vacinagio Semanga  semana Semand  senuna  semana
01 - - - - - 1:32 1:32 1:32
02 - - 4 - - 1:16 1:4 1:2
03 - - - - - 1:16 1:8 1:4
04 - - - - - 1:32 1:32 1:8
05 - - * - - 1:4 1:2 1:2
06 - - - - - - - -
07 - - - - - 1:2 1:16 18
08 - - el 1:2 - 1:32 1:32 1:16
09 - - = 1:2 - 1:2 1:8 1:16
10 - - - - - - - -

* Titulo - Refere-se 4 diluigdo na qual niio ocorreu halo de hemolise.

milares foram observados por
Jolly (1965) e Gammell & Tartour
(1974) em infecgdo experimental
feita através de inoculagio intradér-
mica de C. pseudotuberculosis em
ovelhas.

Durante 30 dias apds a se-
gunda vacinagio, nenhum dos ani-
mais soroconverteu pelo teste de
IHS. Entretanto, foram detectados
titulos de anticorpos depois da in-
fecgdo. Somente um caprino no
grupo controle demonstrava titulo
maior que 1:4 nas duas semanas
pos-infecgio, enquanto que na
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quinta semana nove dos quinze ani-
mais desafiados apresentavam ti-

Tab. 4 - Titulos sorologicos detectados pelo teste IHS nos animais do grupo controle.

tulo soroldgico de 1:4 ou mais ele-

vado. Assim, o teste de IHS parece N°do  1* 2 desafio 1 2 s 8 10
detectar resposta humoral em in- animal  vacinagio vacinagio semana  semana semana  semana  semana
fecgdo ativa. No grupo controle, em

s e 3 11 - - - - 1:2 1732 1:32 I:8
seis dos dez animais vacinados que - ) i 3o 116 14
apresentavam abscessos a ne- |3 i ] . 12 i X 1:4 i
cropsia, demonstraram titulos ter- |, . . : 12 18 1:512 1:1024  1:1024
minais maiores que 1:4. Um ani- 5 . . - . 1:2 . 1:16 1:16

mal do grupo controle apresentou-

s¢ com abscessos disseminados e ti-

tulo sorologico mais elevado em rela-
¢do aqueles com lesdes localizadas. A
presenga dos titulos de anticorpos € re-
sultado da resposta imune a persistén-
cia e produgdo continua de antigenos
do C. pseudotuberculosis. Os animais
que ndo apresentaram lesdes, nem de-
les foi isolado C. pseudotuberculosis,
nio demonstraram titulos sorologicos
pelo teste de IHS. Supostamente estes
animais foram protegidos por uma res-
posta imune celular no momento da ex-
posigdo ao agente, fator que pode ter
limitado sua replicagfio e/ou multipli-
cagdo, produgdo de toxina e resposta
de anticor-pos (o que poderia ter sido
detectado pelo teste de IHS). A dife-
renga na resposta do hospedeiro a in-
fecgdo estd condicionada a fatores ge-
néticos e de meio ambiente, o que re-
sulta em fendmeno imunolégico clis-
sico. Outros fatores, além do genético,
como niveis de hormonios, nutri¢io ¢
resisténcia ndo especifica, estio pro-
vavelmente envolvidos na resisténcia
natural da linfadenite caseosa em al-
guns animais (Batey, 19806).

CONCLUSOES

No presente estudo, o uso do
toxoide a 3% demonstrou reduzir a dis-
seminagdo do C. pseudotuberculosis
do local da inoculagdo a outras partes
do corpo.

Os achados patolégicos de-
monstraram que nos animais vacina-
dos com o toxoide parece ter diminui-
do o poder de disseminagdo do (.
pseudotuberculosis a outras partes do
corpo (formagio de abscessos), em re-
lagdo aos animais que nfio foram vaci-
nados. Nédo houve resposta sorologica
ao teste de THS apos a vacinagio, en-
tretanto, apds a infecgiio ocorreu uma
resposta similar em ambos os grupos.
Somente apos infecgdo ativa houve
manifestagiio sorologica do teste de
IHS em relagdo a exotoxina do C.

pseudotuberculosis.

Talvez o uso de uwma vacina
composta de constituintes da parede
celular e toxdide poderia induzir uma
resposta imune capaz de proteger da
doenga.
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