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RESUMO GERAL

Corynebacterium pseudotuberculosis € um bacilo Gram positivo causador da
Linfadenite Caseosa (LC) nos pequenos ruminantes. O tratamento atualmente
preconizado para esta enfermidade consiste na drenagem e cauterizagcdo quimica dos
abscessos em estagio avancado de evolucdo, apesar deste procedimento representar
grande risco de contaminacdo ambiental. Objetivou-se com este estudo descrever a
curva de crescimento da C. pseudotuberculosis (1), avaliar o efeito in vitro de cinco
antissépticos e desinfetantes contra a C. pseudotuberculosis (2) e determinar a eficacia
in vivo da aplicacdo dos dois produtos com maior poder bactericida in vitro contra a C.
pseudotuberculosis, no interior do abscesso de animais acometidos pela LC. Os
produtos avaliados in vitro foram: tintura de iodo a 10%, hipoclorito de sodio a 2,5%,
permanganato de potassio a 5%, sabonete liquido antisséptico Aseptol® e &lcool etilico
absoluto (99,8%), utilizando-se quatro repeticdes e o teste de Tukey (p<0,05) para
comparagdo das médias. A curva de crescimento foi obtida a partir da medicao da massa
celular e contagem de UFC/mL. Para a obtengdo de uma concentracdo de C.
pseudotuberculosis de 1200 x 10° células viaveissmL, o inéculo foi mantido sob
incubacdo a 37°C por 28 a 40 horas. A tintura de iodo a 10% e o hipoclorito de sodio a
2,5% foram os dois produtos com maior poder bactericida in vitro contra a C.
pseudotuberculosis. Para o estudo in vivo, foram utilizadas 18 fémeas ovinas, dividias
em trés grupos: o primeiro grupo foi tratado com tintura de iodo a 10% (TI), o segundo
grupo com hipoclorito de sédio a 2,5% (HS) e o ultimo grupo submetido ao tratamento
convencional (CT). Os dados hematoldgicos e soroldgicos foram analisados pelos testes
de Lilliford e Dunnet (p<0,05). O tratamento convencional foi mais eficaz que os
grupos Tl e HS, no que diz respeito ao controle da contaminacdo ambiental pela C.
pseudotuberculosis. Nao foi detectada diferencga (p<0,05) nos parametros hematol6gicos
em decorréncia dos tratamentos avaliados. Quanto ao acompanhamento soroldgico, a
analise estatistica comparativa entre 0s meses, dentro de cada grupo, mostrou que 0s
meses 1, 2, 3 e 4 foram diferentes (p<0,05) do més 0 para os grupos Tl e HS. No grupo
CT, ndo houve diferenca (p<0,05) entre os meses de 1 a5 e 0 més 0.

Palavras-chave: abscesso, Corynebacterium pseudotuberculosis, curva de crescimento,

sensibilidade, ovino, tratamento



XVIII

GENERAL ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis is a positive Gram rod that causes Caseous
Lymphadenitis (LC) in small ruminants. The current and recommended treatment is the
drainage and chemical cauterization of the abscesses at the final stage of development,
although it can represent high risks of environmental contamination. The aim of this
study was to define the growth curve of C. pseudotuberculosis (1), to evaluate the in
vitro effect of five antiseptics and disinfectants against C. pseudotuberculosis (2) and to
determine the efficacy of in vivo application of the both products with the major
bactericidal in vitro effect against C. pseudotuberculsosis, inside the abscesses of
animals affected by LC (3). The products tested were: 10% iodine, 2,5% sodium
hypochlorite, 5% potassium permanganate, liquid soap Aseptol® and absolute alcohol
ethylic (99,8%), with four repetitions and means compared by Tukey’s test (p<0,05).
The growth curve was obtained by cell mass evaluation and UFC/mL counting. To
reach the concentration of C. pseudotuberculosis of 1200 x 10° viable cells/mL, the
inoculum was maintained at 37°C incubation for a 28-40 hours period. The 10% iodine
and 2,5% sodium hypochlorite were the products with the most bactericidal in vitro
effect against C. pseudotuberculosis. For the in vivo experiment, 18 ovine females were
assorted in three groups: the first one was treated with 10% iodine (T1), the second one
with 2,5% sodium hypochlorite (HS) and the third group was conventionally treated
(CT). Hematological and serological results were submitted to Lilliford’s and Dunnet’s
tests (p<0,05). The conventional treatment was more effective than TI and HS groups,
considering the prevention of environment contamination by C. pseudotuberculosis. No
difference (p<0,05) was detected in hematological parameters due to treatments
evaluated. Considering the serological monitoring, the comparative statistical analysis
between months, inside the groups, showed that months 1, 2, 3 and 4 were different
(p<0,05) of month 0, for Tl and HS groups. For CT group, no difference (p<0,05)

between month 0 and months from 1 to 5 was detected.

Keywords: abscess, Corynebacterium pseudotuberculosis, growth curve, ovine,

sensibility, treatment



CONSIDERACOES INICIAIS

O agronegaocio de caprinos e ovinos no Brasil estd criando novas possibilidades
comerciais e industriais, promovendo, assim, o desenvolvimento do pais. A producéo
das carnes ovina e caprina vem respondendo por uma parcela do mercado mundial, e
apresentou entre 2003 e 2004 um incremento de 2,5% (12,3 milhdes de toneladas para
12,6 milhdes de toneladas). No Brasil, a producéo de derivados em geral de caprinos e
ovinos, entre os anos de 2000 e 2004, também aumentou, 0 que gerou expectativas de
demandas quanto ao uso de tecnologias e de modelos de sistemas de producéo, visando
0 bem-estar animal e ambiental, a saide dos animais e a qualidade dos alimentos
(ALVES e PINHEIRO, 2005). Alguns dos entraves relacionados a producdo de caprinos
e ovinos tém sido a utilizacdo de manejos inadequados e a grande ocorréncia de
doencas, sendo uma delas a Linfadenite Caseosa (LC).

A LC ¢é uma enfermidade crénica que acomete 0S pequenos ruminantes,
caracterizada pela formacdo de granulomas em linfonodos superficiais, internos e em
outros 06rgdos, cujo agente etiolégico é uma bactéria pertencente a familia
Actinomycetae, denominada Corynebacterium pseudotuberculosis (BURRELL, 1981).

A C. pseudotuberculosis € um bacilo Gram positivo, imovel, ndo esporulado e
anaerdbio facultativo, que possui dimensdes que variam de 0,5 a 0,6 um de diametro e
de 1,0 a 3,0 um de comprimento. Pode se apresentar individualmente, em pares ou em
palicada e assumir as formas cocoides, bacilares ou filamentosas (BENHAM et al.,
1962; BIBERSTEIN et al., 1971; MERCHANT e PACKER, 1975; BATEY, 1986;
QUINN et al., 1994). Como principais fatores de viruléncia sdo citados os lipideos da
parede celular e uma exotoxina, denominada fosfolipase D (WALKER et al., 1994;
PEPIN et al., 1999).

As perdas econdmicas atribuidas a LC estdo relacionadas a quedas na
produtividade em geral dos rebanhos, elevagéo nas taxas de descarte, condenagéo de
peles e carcagas e aumento nos gastos com mdo de obra e medicamentos
(FIGUEIREDO et al., 1982; STOOPS et al., 1984; PATON et al., 1994; STANFORD et
al., 1998; PINHEIRO et al., 2002; PATON et al., 2003). Além disso, existem varios
relatos na literatura descrevendo a LC como uma zoonose ocupacional (MILLS et al.,
1997; PEEL et al., 1997; JOIN-LAMBERT et al., 2006).



A infeccdo se instala no organismo animal, principalmente, através de abrasdes
ou solucBes de continuidade na pele. O microrganismo livre ou no interior de fagécitos
alcanca o ganglio linfatico regional e, atraves da multiplicacdo intracelular, promove a
morte das células do organismo hospedeiro (JOLLY, 1965; HARD, 1969; BATEY,
1986). A C. pseudotuberculosis liberada no meio ambiente a partir da ruptura de
abscessos superficiais persistem por um longo tempo, se tornando uma fonte de
infeccdo constante para os outros animais (PEPIN et al., 1999). A infec¢do subclinica
associada a falha no diagnostico precoce resulta em altos niveis de transmissdo da
enfermidade dentro do rebanho (BROWN et al., 1987; ELLIS et al., 1987).

O tratamento terapéutico da LC é ineficaz ja que a C. pseudotuberculosis possui
localizagdo intracelular e a espessa capsula que envolve os abscessos dificulta o acesso
das drogas no interior da lesdo. Atualmente, a drenagem cirdrgica do linfonodo
acometido é considerada o Unico tratamento viavel para a LC, apesar de representar
altos riscos de contaminagdo ambiental (NAIRN e ROBERTSON, 1974).

Considerando a inexisténcia de uma técnica que atue concomitantemente no
tratamento e no controle da LC, dois experimentos foram desenvolvidos. O objetivo do
primeiro experimento foi selecionar, através de analises in vitro, dois antissépticos ou
desinfetantes que apresentem alto poder bactericida contra a C. pseudotuberculosis. No
segundo experimento, os dois produtos selecionados foram aplicados diretamente no
interior de linfonodos acometidos pela C. pseudotuberculosis, visando evitar a
contaminacdo ambiental e, consequentemente, reduzir a transmissédo horizontal da

enfermidade.
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CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO



AGENTE ETIOLOGICO

A Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etiolégico da Linfadenite
Caseosa (LC), foi descrita pela primeira vez por Edward Nocard, no ano de 1888
(NOCARD, 1896), a partir de um caso de linfangite bovina. Sua nomenclatura atual foi
adotada em 1948, na 6° edigdo do Bergey’s Manual. No entanto, a designacao
Corynebacterium ovis ainda foi usada como sinénimo até por volta da década de 1980
(ALVES et al., 1997).

A C. pseudotuberculosis caracteriza-se como um bacilo Gram positivo curto e
irregular, medindo, aproximadamente, 0,5 a 0,6 pum de diametro por 1,0 a 3,0 um de
comprimento, podendo apresentar aspecto cocoide, mostrando-se isolado ou formando
grupamentos irregulares ou em palicada (Figura 1). S&o imoveis, anaerobios
facultativos, fermentativos e ndo formam esporos, como afirmam Benham et al. (1962),
Merchant e Packer (1975), Batey (1986) e Quinn et al. (1994).

Figura 1. Corynebacterium pseudotuberculosis em material purulento drenado do
abscesso de um caprino. Coloracao pelo método de Gram em aumento de 100 vezes em
microscopia Gtica.

Foto: Lauana Santiago e Francisco Selmo Alves.



Hard (1969) examinou a C. pseudotuberculosis através de microscopia
eletronica e observou que 0 microrganismo exibia uma estrutura similar as outras
espécies do género, com relacdo a aparéncia de sua parede celular, membrana
plasmatica, material genético, matriz citoplasmatica e complexidade dos sistemas de
membrana intracitoplasméatica. Uma importante caracteristica encontrada foi uma
camada densa, externa & parede celular, que demonstrou ser composta por lipideos.

Baseado no conteudo lipidico da parede celular, bactérias do género
Corynebacterium sdo agrupadas com outras do género Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus, formando o complexo “CMNR” conforme aponta Barksdale (1981). Os
representantes deste grupo possuem a parede celular rica em componentes lipidicos
similares, sendo o acido micdlico, o mais caracterizado dentre eles.

Os lipideos associados a parede celular da C. pseudotuberculosis correspondem
a 11,3% do peso seco da célula bacteriana (JOLLY, 1966; IONEDA e SILVA, 1979) e
exercem um importante papel na viruléncia do microrganismo (JOLLY, 1966).

Takahashi et al. (1997) demonstraram a relacdo filogenética entre varias espéecies
de Corynebacterium, baseados na estrutura do gene 16S rRNA. Neste estudo, a posi¢édo
filogenética da C. pseudotuberculosis foi relacionada com a da Corynebacterium
ulcerans e da Corynebacterium seminale.

Assim como outras corinebactérias, a C. pseudotuberculosis € capaz de produzir
uma potente exotoxina, primeiramente descrita por Carne (1940). A fosfolipase D é
encontrada no citoplasma e, em menores quantidades, na parede celular bacteriana. Seu
peso molecular varia de 14,5 a 31,0 kDa, conforme afirmam Onon (1979) e Bernheimer
et al. (1985). E inativada pelo calor (60°C por 10 minutos, 37°C por 2 semanas ou 25°C
por trés meses), pela acidez (pH abaixo de 5), ou pela formalina (CARNE, 1940). Todas
as cepas e os dois biotipos sugeridos da C. pseudotuberculosis, que serdo detalhados a
sequir, produzem esta exotoxina (CARNE, 1940; BURRELL, 1978; MUCKLE e
GYLES, 1982). Outras caracteristicas da fosfolipase D sdo descritas, como a atividade
hemolitica em sinergia com a colesterol-oxidase e a fosfolipase C da Rhodococcus equi
e a resisténcia a hemolise pela toxina B estafilococica (SONGER et al., 1988; SONGER,
1997; COSTA, 2002). Tais propriedades representam a base de dois testes soroldgicos
que detectam anticorpos anti-exotoxina, como o teste da inibicdo da hemolise sinérgica
(IHS) e o teste da inibigédo da acdo anti-hemolisina (ZAKI, 1968; KNIGHT, 1978). A C.
pseudotuberculosis é identificada por provas bioquimicas como: producdo de catalase,

urease, fermentacao de carboidratos sem producédo de gas, como glicose, ribose, trealose



e apresentam-se varidveis quanto a fermentacdo de maltose e lactose (MUCKLE e
GYLES, 1982; SONGER et al., 1988). Além disso, caracteriza-se por ndo possuir
atividade proteolitica e ser R-hemolitica, conforme afirmam Merchant e Packer (1975),
Quinn et al. (1994) e Sutherland et al. (1996) (Figura 2). Carne (1940) relatou variacéo

na fermentagéo de carboidratos entre 50 cepas de C. pseudotuberculosis.
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Figura 2. Provas bioquimicas para identificagho da Corynebacterium

pseudotuberculosis: a) catalase; b) urease; c) fermentacédo de carboidratos.
Foto: Lauana Santiago e Francisco Selmo Alves
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Em relacdo a reducgdo do nitrato, Biberstein et al. (1971) sugeriram a separa¢do
em dois biotipos diferentes. Songer et al. (1988) confirmaram a existéncia de duas
biovariedades de C. pseudotuberculosis, apds realizacdo de um estudo, no qual foram
avaliadas 94 amostras do microrganismo, obtidas a partir de ovinos, caprinos, equinos e
bovinos e realizadas provas bioquimicas e anélises de DNA. N&o foram observadas
diferencas significativas em relacdo a fermentacdo de carboidratos, producdo de urease,
catalase e fosfolipase D entre as amostras. Entretanto, as amostras obtidas a partir de
eqliinos foram capazes de reduzir o nitrato, ao contrario das amostras provenientes de
ovinos e caprinos. Os bovinos sé&o infectados tanto por cepas nitrato positivas, quanto
por cepas nitrato negativas (Tabela 1). Além disso, 0s autores sugerem que 0 biotipo
que infecta eqliinos seja denominado equi, e que o biotipo que infecta caprinos e ovinos,
seja denominado ovis. A analise através de enzimas de restricdo confirmou a diferenga
entre os dois biotipos.

Em condicGes aerdbicas e anaerObicas, observa-se o crescimento da C.
pseudotuberculosis na faixa de temperatura entre 14 e 40°C, porém seu crescimento
Otimo se da em uma temperatura de 37°C e em pH de 7,0 a 7,8. Alguns autores
relacionam um melhor crescimento do microrganismo em atmosfera de 5% de CO,,
como Benham et al. (1962) e Muckle e Gyles (1982). Uma taxa 6tima de crescimento
em pH de 7,0 a 7,5 pode ser obtida através da adicdo de Tween 80® ao meio de cultura
(BATEY, 1986).
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Tabela 1. Reducdo do nitrato e manifestacdo clinica da infeccdo de acordo com a
espécie animal afetada pela Corynebacterium pseudotuberculosis

Espécie Animal Afetada  Redugdo do Nitrato Manifestacédo Clinica
Caprinos e Ovinos - Linfadenite Caseosa
Equinos + Linfangite Ulcerativa
Bovinos +/- Lesdes Piogénicas e Supurativas

A C. pseudotuberculosis cresce bem em meios enriquecidos como &gar sangue,
agar BHI (infusdo de cérebro e coracdo) ou caldo BHI, ou enriquecidos com soro
animal ou proteinas vegetais. Uma melhora em seu crescimento é obtida atraves da
adicdo de extrato de levedura, triptona ou lactoalbumina (CAMERON e SWART
(1965). No agar sangue, formam-se colénias pequenas de coloracéo branco-acinzentada,
opacas e friaveis, ap6s um periodo de 24 a 48 horas (BROWN, 1985) (Figura 3). Apds
alguns dias de incubagdo, as colonias podem alcangar 3 mm de didmetro, tornando-se
amarelo-esbranquigadas, conforme afirmam Quinn et al. (1994).

L) .
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Figura 3. Crescimento de
Corynebacterium pseudotuberculosis
em placa de &gar  sangue,
apresentando col6nias de coloragédo
branca e aspecto seco.

Foto: Lauana Santiago e Francisco
Selmo Alves.

Em meio liquido como o caldo BHI, ocorre formacao de uma fragil pelicula na
superficie, com leve turvacdo do meio (Figura 4). Com agitacdo, desfaz-se a pelicula e
formam-se os flocos (CARNE, 1939; MERCHANT e PACKER, 1975; MUCKLE &
GYLES, 1982). Esta pelicula é atribuida aos lipidios de superficie e esta diretamente

relacionada a viruléncia da linhagem (JOLLY, 1966).
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Figura 4. Crescimento da Corynebacterium
pseudotuberculosis em meio liquido de BHI
com formacéo de pelicula na superficie.

Foto: Lauana Santiago e Francisco Selmo

,ﬂ Alves.

Costa et al. (2002) descreveram um meio quimicamente definido para o cultivo
da C. pseudotuberculosis, composto por 72% de fosfato dibasico, 4% de vitaminas e 1%
de aminoacidos. Este meio foi usado para a producdo de complexo antigénico secretado
por C. pseudotuberculosis, que mostrou ser capaz de induzir a producéo de Interferon-
gama (IFN-gama) por células do sangue periférico de caprinos com sinais clinicos da
LC (REGIS, 2001). Livre de macromoléculas na sua composi¢do, 0 meio quimicamente
definido permitiu a obtencdo de complexos antigénicos compostos apenas por proteinas
da bactéria e abriu novas perspectivas para o estudo das proteinas secretadas (COSTA et
al., 2002).
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OCORRENCIA E PERDAS ECONOMICAS

A LC possui distribuicdo cosmopolita, sendo descrita em todos os paises que
possuem significativa populacdo de caprinos e ovinos (ANDERSON e NAIRN, 1984).
Em relacdo a distribuicdo mundial destas espécies, a China é a detentora do maior
rebanho de pequenos ruminantes do mundo, seguida pela india e pelo Sudo. O Brasil
encontra-se em 15° lugar, totalizando um rebanho de, aproximadamente, 26.000.000

cabecas de caprinos e ovinos (FAO, 2008) (Tabela 2).

Tabela 2. Efetivo mundial do rebanho de caprinos e ovinos

Paises N° Cabecas
China 285.812.950
india 190.721.000
Suddo 94.200.000
Nigéria 87.674.700
Paquistao 83.853.000
Austrélia 79.518.024
Ird 79.100.000
Bangladesh 58.044.000
Etidpia 46.901.442
Mongdlia 38.331.700
Nova Zelandia 34.183.595
Reino Unido 33.226.000
Africa do Sul 31.973.912
Turquia 29.568.160
Brasil 26.000.000
Mundo 1.940.080.777

Fonte: FAO (2008)

Alguns autores sugerem que as origens da LC podem estar na Europa e que a
disseminacéo da C. pseudotuberculosis pelo mundo ocorreu através de exportacdes de
ovinos realizadas durante o século XVIII. A raca Merino, originaria da Espanha e de

extremo valor pela sua dupla aptidao, foi extensivamente exportada neste periodo para
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Africa do Sul e, posteriormente, para Australia e para as Américas (PATON, 2000;
BAIRD e FONTAINE, 2007).

Estudos relacionados a prevaléncia e incidéncia da LC nos rebanhos mundiais de
caprinos e ovinos tém sido realizados, com o intuito de avaliar a sua distribui¢cdo e como
forma de prever as perdas relacionadas a enfermidade, na exploracdo econémica destas
espécies. Entretanto, algumas dificuldades enfrentadas na realizacdo deste tipo de
estudo, como a forma subclinica de apresentacdo da doenca e seu longo periodo de
incubacdo, fazem com que esses dados ainda sejam escassos (BROWN, 1985).

Batey et al. (1986) avaliaram um total de 2.920 caprinos encaminhados ao abate
na regido da Australia Ocidental e estimaram a prevaléncia de LC em 7,8% % 0,9%.
Lesbes na cabeca, no corpo e nas visceras estavam presentes, respectivamente, em
49,3%, 46,7% e 12,3% dos animais acometidos.

A prevaléncia da LC entre os anos de 1990 e 1999 foi estimada em uma
investigacdo através de questionarios enviados a cirurgides veterinarios e produtores de
ovinos no Reino Unido (BINNS et al., 2002). Dos veterinarios que responderam ao
questionario, 18% ja haviam presenciado pelo menos um caso de LC, e 45% dos
produtores ja haviam observado a presenga de abscessos nos animais de seus rebanhos.
Poucos produtores investigaram a causa dos abscessos. Entretanto, 24 dos 32 produtores
que coletaram e enviaram material ao laboratério para investigacdo tiveram a
enfermidade confirmada em seus rebanhos.

Um estudo realizado por Cetinkaya et al. (2002), desenvolvido no periodo de
setembro a dezembro do ano de 2000, estimou a prevaléncia de LC em caprinos e
ovinos abatidos no frigorifico da regido de Elazig, no leste da Turquia. Cepas de
Corynebacterium spp. foram isoladas em 81,4% dos abscessos encontrados, resultando
em uma prevaléncia total de LC nesta regido igual a 2,2%, sendo 3,5% em ovinos e
1,1% em caprinos.

Paton et al. (2003) estimaram a prevaléncia da LC em 223 rebanhos ovinos
localizados em trés estados da Australia: Nova Gales do Sul, Vitéria e Austrélia
Ocidental. A prevaléncia média de LC em ovinos adultos foi de 26%, variando de 20%
na Australia Ocidental a 29% em Nova Gales do Sul. De todos os rebanhos analisados,
95% tinham, pelo menos, um animal acometido pela LC.

Arsenault et al. (2003) realizaram um estudo para estimar a prevaléncia de
algumas enfermidades que acometem caprinos e ovinos, em dois abatedouros em

Quebec, no Canada, entre elas a LC. A prevaléncia estimada para esta enfermidade foi
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de 21%, sendo que os abscessos estavam presentes, em maior proporc¢ao, nos linfonodos
da cavidade torécica.

Uma avaliacdo epidemioldgica desenvolvida no Egito, no periodo de janeiro a
dezembro de 2008, determinou uma prevaléncia de 19,23% de LC com base na
apresentacdo clinica da enfermidade e de 17,32% de acordo com a confirmacao
bacterioldgica da C. pseudotuberculosis, ap6s a avaliacdo de 1466 caprinos e ovinos
(AL-GAABARY et al., 2009).

No Brasil, a maior incidéncia da enfermidade é observada nos estados do
Nordeste j& que, aproximadamente, 91% da populacdo de caprinos e 56% da populacao
ovinos encontram-se nessa regido (ALVES et al., 1997; IBGE, 2008) (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Distribuicdo regional brasileira do efetivo do rebanho caprino

N° Cabecas % do Rebanho Total
Norte 176.443 1,89
Nordeste 8.521.388 91,09
Sudeste 226.059 2,42
Sul 317.922 3,39
Centro-Oeste 113.408 1,21
Brasil 9.355.220 100

Fonte: IBGE — Pesquisa Pecuaria Municipal (2008)

Tabela 4. Distribuicdo regional brasileira do efetivo do rebanho ovino

N° Cabegas % do Rebanho Total
Norte 534.478 3,21
Nordeste 9.371.905 56,36
Sudeste 764.971 4,60
Sul 4.846.667 29,15
Centro-Oeste 1.110.550 6,68
Brasil 16.628.571 100

Fonte: IBGE — Pesquisa Pecuaria Municipal (2008)

Moura-Costa et al. (1973) estudaram a distribuicdo geogréafica da LC nos
rebanhos caprinos no Estado da Bahia e relataram que a doenga estava presente,

particularmente, no Norte do Estado.
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Um estudo da prevaléncia da LC em caprinos, realizado no municipio de Casa
Nova, no Estado da Bahia (LIMA, 1980), mostrou uma estimativa da prevaléncia da
presenca de abscessos de 4,73% em machos e 4,67% em fémeas, sendo que o grupo
etario de machos com 15 a 25 meses de idade apresentou uma maior positividade
(6,77%), assim como o0 grupo etério de fémeas de 25 a 35 meses de idade (8,96%). Dos
90 abscessos encontrados, 41 estavam em condigdes de ser coletados e somente em 25
foi isolada e identificada a C. pseudotuberculosis. Em 41,11% dos casos, 0S abscessos
se localizavam no pescoco, estando o restante distribuido nas outras partes do corpo do
animal.

Num levantamento realizado no Estado do Ceara, 656 caprinos foram
examinados por um periodo de quase dois anos. Constatou-se a presenca de abscessos
superficiais em 41,6% dos animais, estando a maioria deles, localizada na regido
anterior do corpo. Dos animais, 11,5% apresentaram abscessos nos érgdos internos, com
maior porcentagem de localizagdo nos pulmdes e epididimos. A C. pseudotuberculosis
foi confirmada em 27,7% dos abscessos (UNANIAN et al., 1985).

Um estudo soroldgico desenvolvido na Bahia demonstrou a presenca de
anticorpos séricos contra a C. pseudotuberculosis em 46,6% dos caprinos analisados
(MEYER, 2004).

Durante os meses de fevereiro a julho de 1997, foi realizada uma coleta de 4712
soros de caprinos em 177 propriedades localizadas em diversos municipios do estado do
Ceard. A soroprevaléncia da LC obtida para os animais foi de 26,3% e para as
propriedades de 84,5% (CARMO et al., 2009).

Guimardes et al. (2009) conduziram um estudo epidemioldgico no estado de
Minas Gerais, onde foram coletadas 642 amostras de soro de ovinos provenientes de 97
diferentes propriedades no estado. A prevaléncia da infeccdo nos animais avaliados foi
estimada em 70,9% e das propriedades infectadas em 95,9%.

Os prejuizos causados pela LC na producdo de caprinos e ovinos estdo
relacionados a alguns aspectos da patogenia da enfermidade. Inicialmente, a presenca de
abscessos em linfonodos superficiais pode interferir na execucdo das fungGes normais
do animal como pastejar, mastigar, regurgitar e amamentar as crias. Ja a forma visceral
da doenca pode acarretar conseqiiéncias mais graves ao organismo, como debilitacdo do
animal e disseminacdo dos abscessos no organismo com quedas na produgéo, problemas
reprodutivos (KRISHNA et al., 1977; ALVES, 1988), condenacdo de carcacas e, até
mesmo, morte de animais (BURRELL, 1981). A presenca de abscessos superficiais é
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responsavel pela desvalorizacdo das peles, sendo que um Unico abscesso na pele do
animal pode depreciar seu valor em até 40% (FIGUEIREDO et al., 1982). Além disso,
perdas econdmicas estdo relacionadas a producdo de I& (PATON et al., 1994) e aos
gastos com mao-de-obra (R$0,19) e medicamentos (R$3,30) no tratamento dos
abscessos (PINHEIRO et al., 2002). Estudos realizados na Australia indicam uma perda
anual de $12 a 15 milhdes nos abatedouros de caprinos e ovinos relacionada a danos
totais causados pela LC (PATON et al., 2003). Em relacdo a producéo de 1&, a LC é
responsavel por uma perda de $17 milhdes por ano, para a inddstria australiana
(PATON et al., 1994).
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TRANSMISSAO

A transmissdo da LC em ovinos ocorre, principalmente, através de ferimentos na
pele. Em caprinos, a forma de transmissdo, provavelmente, seja a mesma (NAIRN e
ROBERTSON, 1974). Unanian et al. (1985) sugeriram que a infeccéo através da pele é
importante, particularmente em caprinos do Nordeste do Brasil, devido ao tipo de
vegetacdo predominante na regido (caatinga), caracterizada por pequenas arvores
contendo espinhos que podem causar ferimentos superficiais. Em estudos sobre indugéo
experimental da LC em cabras, demonstrou-se que 100% dos animais infectados por
inoculacdo subgengival apresentaram granulomas mandibulares (ASHFAQ e
CAMPBELL, 1980). A aspiracdo de aerossois também é citada como forma de contagio
desta enfermidade (CHAPLIN et al., 1999).

A porta de entrada da C. pseudotuberculosis no organismo do animal ainda néo
estd bem esclarecida, porém alguns autores afirmam que a infeccdo ocorre através da
pele ou mucosa e a partir dai, atinge os linfonodos locais (BURRELL, 1981; BATEY,
1986). A porta de entrada e distribuicdo dos abscessos no corpo diferem entre caprinos e
ovinos, por ocasido da tosquia e diferentes comportamentos entre as espécies conforme
dados fornecidos por Nairn e Robertson (1974), Ashfaq e Campbell (1979) e Paton et
al. (1995).

Lesdes pulmonares clinicamente ndo diagnosticadas em ovinos seriam
responsaveis pela liberacdo das bactérias em aerossois, atuando como fonte de infec¢do
para os animais (PATON et al., 1995). Pelo fato do microrganismo ser capaz de
sobreviver por um longo periodo no ambiente, ele se torna uma constante fonte de
infeccdo (WILLIAMS, 1980). Alguns autores afirmam que animais portadores de les6es
pulmonares representam a principal fonte de infecgdo para rebanhos de ovinos
infectados pela LC (PEPIN et al., 1994a; WILLIAMSON, 2001). Este relato é baseado
em estudos epidemioldgicos desenvolvidos na Australia que demonstram um répido
aumento na soroprevaléncia de LC em rebanhos de ovinos que ndo possuiam lesdes
superficiais (ELLIS et al., 1987; PATON et al., 1988).

A disseminagéo desta bactéria no meio ambiente ocorre através da ruptura dos
abscessos e pela habilidade de sobrevivéncia desse microrganismo por longos periodos
no solo e em materiais diversos. O exsudato purulento de uma leséo de LC apresenta

uma concentragéo aproximada de 1 x 10°a 5 x 10’ células bacterianas viaveis por grama
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de material (BROWN e OLANDER, 1987), sendo que a C. pseudotuberculosis é capaz
de sobreviver por vérios dias nos cascos e em superficies de madeira, e por varias
semanas em fezes de caprinos e em fenos em temperatura entre 10 e 25°C
(AUGUSTINE e RENSHAW, 1986). Existem outras importantes maneiras de
disseminacdo da enfermidade, como tatuagem, marcacdo, castracdo, vacinacao, briga
entre animais e compra de animais infectados ou em estado subclinico da doenga.

Os fatores de risco relacionados a LC em ovinos incluem a raca (BRUERE e
WEST, 1990; GUIMARAES et al., 2009), a idade avancada (PEPIN et al., 1994a;
PATON et al., 1995; GUIMARAES et al., 2009) e a existéncia de um ambiente
contaminado (BRUERE e WEST, 1990). Entretanto, o principal fator de risco
identificado na Austrdlia e em varios outros paises do mundo é a ocorréncia de
pequenas lesdes na pele de ovinos em decorréncia da tosquia (SERIKAWA et al., 1993,
AL RAWASHDEH e AL QUDAH, 2000).

Tanto em ovinos quanto em caprinos, 0s principais sitios da infeccdo sdo os
linfonodos superficiais, sendo as lesbes viscerais observadas em poucos animais.
Entretanto, em ovinos, os abscessos internos e particularmente as lesdes pulmonares
ocorrem mais frequentemente do que em caprinos (AYERS, 1986; MUCKLE e
MENZIES, 1993).

A infeccdo experimental por vérias vias em ovinos, caprinos e animais de
laboratdrio, tem mostrado que a LC pode ser facilmente reproduzida (NAIRN e
ROBERTSON, 1974), através de lesbes localizadas nos linfonodos periféricos e
abscessos viscerais disseminados nos pulmdes e linfonodos toracicos. Varios
experimentos indicam que os principais determinantes da severidade da enfermidade na
infeccdo experimental sdo a dose do indculo e a via de inoculacdo. Entretanto, na
ocorréncia natural da doenca, esses parametros ndo sdo reconhecidos (BROWN et al.,
1986).

A infeccdo em humanos é rara, mas produz uma linfadenite recidivante e de
curso longo (PEEL et al., 1997), com lesdes caracterizando uma linfadenite
granulomatosa (BATEY, 1986). Grande parte das infecgdes humanas esté relacionada a
pessoas envolvidas com o manejo dos animais e trabalhadores de frigorificos. O
primeiro caso de infeccdo pela C. pseudotuberculosis em humanos foi relatado por
Lopez et al. (1966). O quadro clinico era caracterizado pela presenca de mialgia,
hepatomegalia e linfadenopatia localizada. A caracterizagdo do microrganismo foi

realizada pela identificagdo microbioldgica do material coletado, atraves de aspiracao e
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incisdo do linfonodo inguinal afetado. Ao exame anatomo-patoldgico do linfonodo,
foram observadas &reas com foco de inflamagdo crbnica e células epitelidides
circundadas por reacdo fibroblastica, caracterizando linfadenite esclerética cronica.
Mills et al. (1997) relataram o caso de um jovem estudante com a presenca de uma
massa na axila. O paciente apresentava febre, dor, indisposicdo e estava exposto a
ovelhas e bovinos. Os autores sugeriram que a infeccdo tenha ocorrido a partir do
contato das fezes de um animal, com uma provavel lesdo na pele do jovem. Peel et al.
(1997) descreveram um caso humano de infeccdo pela C. pseudotuberculosis,
envolvendo a ingestédo de carne in natura de caprinos e leite de vaca. Em torno de 25
casos de infeccdo pela C. pseudotuberculosis em humanos foram descritos na literatura,
segundo Dorella et al. (2005). Na maioria dos casos, 0s pacientes receberam
antibioticoterapia e os linfonodos afetados foram removidos cirurgicamente (MILLS et
al., 1997; PEEL et al., 1997; LIU et al., 2005). Recentemente, foi descrito um caso de
linfadenite necrosante em uma crianca de 12 anos de idade, na Franga, que havia tido
contato com ovinos durante seu periodo de férias (JOINT-LAMBERT et al., 2006). Para
o0 tratamento da infeccdo foi necessaria a remocédo cirdrgica de todo o tecido afetado
associada a antibioticoterapia endovenosa por quatro meses e oral durante seis meses. A
LC, apesar de ocorrer com rara freqiiéncia em seres humanos e possuir um potencial de
zoonose ja demonstrado, ndo € caracterizada como uma doenga zoonOtica em sua
definicdo. Uma boa higiene, quando se manuseia animais doentes e materiais
contaminados com exsudato, é de suma importancia para impedir a propagacdo da
doenca (PEEL et al., 1997).
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PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A C. pseudotuberculosis possui dois fatores de viruléncia que estdo diretamente
relacionados com a patogenia da LC: a parede celular lipidica, por atuar como fator
piogénico e a exotoxina, por promover a disseminacdo da bactéria no organismo
(JOLLY, 1966; ZAKI, 1976).

A presenca de lipideos associados a parede celular bacteriana, além de atuar
como fator piogénico, esté relacionada ao aumento da viruléncia do microrganismo por
impedir sua fagocitose pelas enzimas lisossémicas da célula hospedeira (JOLLY, 1966).
Outros autores acreditam que estes lipideos estejam relacionados a citotoxicidade
(BATEY, 1986; SONGER et al., 1990).

Uma relagdo entre viruléncia e quantidade de lipideos na parede celular da C.
pseudotuberculosis foi evidenciada em infec¢des experimentais, tanto em camundongos
qguanto em ovinos (BURRELL, 1978; MUCKLE e GYLES, 1983). Nos dois casos, foi
observada uma alta relacdo entre o conteudo lipidico das cepas testadas e sua
capacidade de formar granulomas. Segundo Williamson (2001), os lipideos celulares da
bactéria tém caracteristica piogénica e este fator de viruléncia esta associado a formacao
de granulomas.

Ja a fosfolipase D é responsavel por causar supuracdo, dermonecrose e morte em
diversas espécies de animais de laboratorio e de animais domésticos (CARNE, 1940;
JOLLY, 1965; LOVELL e ZAKI, 1966). Além disso, ela é capaz de agir como um fator
de permeabilidade, promovendo a disseminacdo do agente do local infectado a outras
partes do organismo animal, uma vez que as membranas das células dos mamiferos
possuem altos teores de fosfolipideos. Estudos in vitro com neutréfilos de ovinos,
demonstraram que a fosfolipase D, quando no interior das células, tem a habilidade de
destrui-las. Assim, a exotoxina pode aumentar a sobrevivéncia da C. pseudotuberculosis
no hospedeiro, devido a sua capacidade de destruir e escapar da acdo destas células,
como demonstram Yozwiak e Songer (1993). Os mesmos autores afirmam que a
fosfolipase D atua na deplecdo do sistema do complemento, protegendo o
microrganismo contra opsonizacdo, além de reduzir a quimiotaxia de neutrdfilos para o
sitio inicial da infeccdo, evitando a fagocitose. Em um estudo conduzido por McNamara
et al. (1994), linhagens mutantes com o gen da fosfolipase D deletado foram utilizadas

para demonstrar que estes mutantes ndo sdo capazes de estabelecer uma infeccao
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primaria ou formar granulomas nos linfonodos regionais, confirmando que a exotoxina
esta envolvida na persisténcia e dissemina¢do da bactéria no organismo do hospedeiro.

Burrell (1981) demonstrou, em ovinos, a presenca de grande quantidade de
prostaglandina, induzindo uma resposta inflamatoria local, desencadeando um aumento
da permeabilidade e um deslocamento de fagdcitos para os linfonodos.

As atividades hemolitica, vasodilatadora e fosfolipdsica da exotoxina sdo
essenciais para a disseminacéo da bactéria no organismo animal (BENHAM et al. 1962;
JOLLY, 1966; BURRELL, 1981; BATEY, 1986; SONGER, 1997).

Apo6s atingir os linfonodos locais, a infeccdo evolui com fagocitose,
multiplicaco intracelular da C. pseudotuberculosis, desintegragéo e morte celular. Esse
processo é ciclico e recorrente, causando as lesdes cronicas tipicas da LC em ovinos
(ALVES et al., 1997). Através da via linfatica, ocorre o acometimento de linfonodos
torécicos e dos pulmdes e, posteriormente, de outros 6érgdos causando debilitacdo
progressiva do animal (BATEY, 1986; ALVES et al., 1997) (Figura 5).

Corynebacterium —  Mucosas e — Ferimento
pseudotuberculosis Pele l
LINFONODO
LOCAL

}

Formacdo do <—— Morte <«—  Fagocitose e Multiplicacdo
Abscesso Celular Intracelular

|

Via Linfatica — Linfonodos Toracicos ——  Outros 6rgdos
e Pulmao l

Debilitacéo Progressiva do Animal

Figura 5. Esquema da evolucéo da patogenia da Linfadenite Caseosa.
Fonte: Alves et al. (1997), adaptado de Batey (1986).

Independente do local de instalagio da C. pseudotuberculosis, seja nos
linfonodos e/ou nos pulmdes, ocorre formacdo de um exsudato caseoso denso, de
coloracdo branco-amarelada, contido na capsula fibrosa que pode assumir um grande

diametro. Com a progressdao da enfermidade, este exsudato torna-se seco e com
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infiltracdes de sais de calcio. Em abscessos avancados, a secre¢do purulenta organiza-se
em camadas concéntricas. Nos focos pulmonares primarios, os abscessos confluem,
gerando um aspecto lardaceo, de forma irregular. LesGes subpleurais ocasionam
aderéncias da viscera a pleura parietal. Em alguns casos, 0 exsudato, que geralmente
apresenta coloragdo creme, pode assumir uma coloragdo esverdeada ou acinzentada,
pela contaminag&o por outras bactérias da flora normal (CORREA e CORREA, 1992).
A disseminacdo hematogena do microrganismo resulta na formacéo de abscessos

em oOrgdos, podendo ocorrer na auséncia de lesbes periféericas (RADOSTITS et al.,

2002) (Figura 6). E relatado que 25% dos ovinos acometidos apresentam lesGes somente
nas visceras toracicas (BROWN e OLANDER, 1987).

Figura 6. Abscessos internos e aderéncias ocasionadas pela Linfadenite Caseosa: a)
abscessos pulmonares; b) abscessos hepaticos.
Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro e Francisco Selmo Alves.

No que diz respeito aos achados clinicos, a LC apresenta-se sob duas formas: a
forma cutdnea externa, caracterizada por linfadenopatia uni ou bilateral, e a forma
visceral interna, com abscessos nos linfonodos internos, 6rgdos e visceras. Os
linfonodos externos mais comumente acometidos sdo os submaxilares, pré-escapulares,
pré-crurais, supramamarios e popliteos. Os abscessos comumente se rompem,
eliminando pus, cremoso a caseoso, sem odor (RADOSTITS et al., 2002). Os caprinos
apresentam maior proporcdo de lesdes nos linfonodos que drenam a cabeca,
possivelmente relacionados a lesbes superficiais da pele e mucosa oral, durante o
pastoreio (BATEY, 1986). Os abscessos podem se desenvolver, subsequentemente, em
outros linfonodos. Tanto nos ovinos quanto nos caprinos podem aparecer abscessos na
pele e, particularmente, na face, com perda dos pélos subjacentes (RADOSTITS et al.,
2002) (Figura 7).
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Uma condicdo debilitante observada em ovelhas adultas, comumente referida
como “Sindrome da Ovelha Magra”, estd associada a forma visceral da LC (GATES et
al., 1977), promovendo a perda de peso e resultando em morbidade e deficiéncia
reprodutiva dos animais. Em um reprodutor caprino portando LC crdnica foram
observados caquexia e comprometimento dos testiculos e anexos, causando infertilidade
(ALVES et al., 2004).

Figura 7. Abscesso externo de Linfadenite Caseosa com localizacdo mandibular.
Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro e Francisco Selmo Alves.
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IMUNOLOGIA

O principal mecanismo de defesa contra 0s microrganismos extracelulares e as
toxinas por eles secretadas é a imunidade humoral, pois o0s anticorpos podem se ligar a
esses elementos e auxiliar na sua eliminacdo. Ao contrario, 0s microrganismos
intracelulares sobrevivem e se proliferam dentro dos fagécitos e de outras células do
hospedeiro, ficando inacessiveis aos anticorpos circulantes. A defesa contra essas
infeccOes estd a cargo da imunidade celular, que funciona promovendo destruicdo dos
microrganismos que residem nos fagocitos ou lisando as células infectadas
(BURMESTER e PEZZUTO, 2003).

A resposta imune do hospedeiro promovida contra a C. pseudotuberculosis é
complexa e envolve tanto a resposta imune mediada por células quanto a resposta imune
humoral (ELLIS et al., 1990).

Cameron e Engelbrecht (1971) demonstraram a protecdo desencadeada por
anticorpos, através da imunizacdo passiva de camundongos com soro de coelhos
imunizados contra a C. pseudotuberculosis. Posteriormente, Yozwiak e Songer (1993)
relataram que anticorpos anti-fosfolipase D, presentes antes da infec¢do, exercem um
efeito protetor contra a disseminacdo da bactéria para os linfonodos. Em estudo de
Muckle et al. (1992), anticorpos presentes em soros de animais infectados reagiram com
varias fraces protéicas em Western Blotting (WB), quando foram utilizados antigenos
de parede celular, células inteiras mortas e sobrenadante de cultura da C.
pseudotuberculosis. Entretanto, segundo Vale (2000), esta forte resposta humoral, por si
S0, ndo € capaz de eliminar a infeccéo.

A principal resposta imune protetora contra a C. pseudotuberculosis é a
imunidade mediada por células. Ela consiste em dois tipos principais de reaces: morte
dos microorganismos fagocitados, devido a ativacdo dos macrofagos pela citocinas
derivadas dos linfocitos, principalmente o IFN-gama, e lise das células infectadas,
efetuada pelas células T citoliticas (CD8+) (VALE, 2000).

A fagocitose é 0 mecanismo de maior importancia da imunidade natural contra
microrganismos intracelulares (NORTH, 1978). Entretanto, bactérias intracelulares
patogénicas sdo resistentes a degradacdo dentro dos fagdcitos, razdo pela qual estes
microrganismos tendem a causar infec¢fes cronicas, dificeis de serem erradicadas.

Segundo Tashjian e Campbell (1983), a resisténcia da C. pseudotuberculosis a morte e a
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digestdo no interior dos fagdcitos esta relacionada aos lipideos da parede celular
bacteriana.

Os granulomas sdo formados por varias camadas, constituidos por um centro
necrotico, seguido de uma camada rica em macrofagos. Esta camada possui uma zona
com predominancia de LT CD4+, LT CD8+ e LT gama-delta (linfocitos T expressando
as cadeias gama e delta em seus receptores) e outra rica em LB limitada externamente
por uma capsula fibrética (WALKER et al., 1991). Pépin et al. (1994b) relataram que
nos estagios iniciais das lesdes existe uma predominancia de células T CD4+ e na fase
cronica da infecgdo, a predominéncia passa a ser de células T CD8+ e T gama-delta.

A resisténcia as infecces causadas por bactérias intracelulares facultativas esta
relacionada as células T CD4+ e mais especificamente aos clones Thl, pelo aumento da
atividade microbicida dos macrofagos, pela producéo de INF-gama e Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-alfa).

O papel das células T CD8+ na resisténcia deste tipo de infeccdo estd
relacionado a capacidade de produzir INF-gama e lisar as células infectadas (LAN et al.,
1998; CARMINATI, 2005). O papel do IFN-gama no controle da infeccdo pela C.
pseudotuberculosis foi observado em ratos, nos quais foi detectado um aumento no
crescimento bacteriano ap6s a administracdo de anticorpos monoclonais anti-IFN-gama
(LAN et al., 1998). Além disso, estudos em animais que apresentam delecdo do gene
que codifica esta citocina também demonstraram fundamental importancia do IFN-
gama para a prote¢do imune do hospedeiro (PEPIN et al., 1997).

Paule et al. (2003) conduziram um estudo para avaliar as respostas imunes
humoral e celular a partir de infeccdo experimental pela C. pseudotuberculosis em
caprinos, no qual confirmaram o envolvimento de Imunoglobulinas G (IgG) e de IFN-
gama na resposta imune. Neste experimento, os animais foram divididos em dois grupos
de acordo com a intensidade da resposta imune observada, mais relacionada a producédo
de IFN-gama, do que a resposta imune humoral. O primeiro grupo foi composto por
animais com alta resposta e 0 segundo grupo por animais com resposta de média a
baixa. Os dois grupos apresentaram uma resposta primaria de curta duracdo no dia 5
apos a infecgdo. Ja a partir do 16° dia, uma forte resposta secundaria e de longa duracéo
foi observada no primeiro grupo. O teste ELISA indireto foi capaz de detectar titulos de
anticorpos positivos contra a C. pseudotuberculosis entre o dia 6 e 11 apés a infeccdo
nos dois grupos. A afinidade pela IgG oscilou, inicialmente, em uma faixa de 15 a 45%,

mostrando um incremento de 5% ao longo das 20 semanas de experimento.
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Meyer et al. (2005) utilizaram a producéo de IFN-gama para avaliar a resposta
imune produzida contra antigenos secretados e antigenos sométicos de C.
pseudotuberculosis. Os resultados demonstraram uma diferenca significativa na
habilidade dos dois antigenos em induzir uma resposta imune celular. A producédo de
IFN-gama foi alta em reposta aos antigenos secretados, ao contrario da resposta contra
antigenos somaticos, em que a producdo de IFN-gama foi baixa.

Os testes de diagnosticos que detectam a presenca de anticorpos sao incapazes
de diferenciar animais infectados pela C. pseudotuberculosis de animais uma vez
expostos a infecgdo, ja que ndo existe correlacdo entre os titulos de anticorpos e a
intensidade da infeccdo (ELLIS et al., 1990). Entretanto, a utilizagdo do IFN-gama na
deteccdo da resposta imune mediada por células contra a C. pseudotuberculosis tem
mostrado um grande avanco nos testes de diagnéstico e nas estratégias de erradicacao

que propdem a eliminagdo dos animais positivos do rebanho.
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DIAGNOSTICO

A identificacdo dos animais infectados e sua remocdo do rebanho sdo os
métodos mais efetivos para o controle da LC. Essa identificacdo pode ser realizada,
inicialmente, através do diagndstico clinico, no qual se visualiza a presenca de
abscessos nos linfonodos superficiais do animal.

Além deste, pode ser realizada a identificacdo do agente etiologico através do
exame bacteriolégico do material caseoso drenado a partir dos abscessos (BAIRD e
FONTAINE, 2007). As provas bioguimicas sdo métodos bastante simples utilizados
para realizar o diagndéstico diferencial, em relacdo aos possiveis microrganismos que sdo
encontrados no material purulento drenado a partir dos linfonodos de animais
acometidos por outras enfermidades (Figura 8).

Estudos desenvolvidos recentemente demonstram a utiliza¢do da técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia de Polimerase) para deteccdo da C. pseudotuberculosis diretamente
do material infectante, mostrando avangos no diagnostico da LC. Em um estudo
conduzido por Pacheco (2006), foi desenvolvido um ensaio de PCR-multiplex (mPCR)
que amplifica, simultaneamente, trés genes especificos da C. pseudotuberculosis: 16S
rRNA, rpoB e pld. Esse novo método permitiu a identificacdo de 40 isolados de campo
de C. pseudotuberculosis, confirmada através de testes bioquimicos. Cetinkaya et al.
(2002) propuseram um teste baseado na PCR para identificar isolados de C.
pseudotuberculosis através da amplificacdo parcial da seqliéncia do gene 16S rRNA.
Segundo Pacheco (2006), este teste apresenta algumas limitacGes, incluindo a
inabilidade de distinguir da bactéria Corynebacterium ulcerans e a dependéncia de
cultivo bacteriano prévio.

Ribeiro et al. (2001) citam a puncdo aspirativa com agulha fina como um
método alternativo para diagndstico citolégico presuntivo do agente, antes da
abscedacdo dos linfonodos acometidos, permitindo a ado¢do de medidas profilaticas e
terapéuticas adequadas.

Em relacdo aos animais acometidos que ndo apresentam sintomatologia clinica,
deve-se lancar mao dos testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos contra o agente
causador da infecgdo. Existe uma variedade de testes soroldgicos estudados e validados,
porém, apresentando diferentes graus de sensibilidade e especificidade, sendo eles:

aglutinacdo indireta, hemo-aglutinacdo, teste de inibicdo da anti-hemolisina, testes de
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neutralizacdo em pele de coelho, teste de imunodifusdo, teste de inibicdo de hemolise
sinérgica (IHS), o “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) e o Dot-Blot
(ALVES et al., 1997).

Microrganismos Gram Positivos

Catalase Positiva

Presenca de Endosporos: Bacillus

Auséncia de Endosporos Imdveis:
B. anthracis
Moveis:
Bacillus sp.
Corynebacterium
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Figura 8. Identificacdo da Corynebacterium pseudotuberculosis através de provas
bioquimicas (+/-: reacdo positiva/negativa em 90% dos casos ou mais, em 1 ou 2 dias;
d+/-: diferentes tipos de reacdo, com predominancia de reacdo positiva/negativa; d:
diferentes tipos de reacdo, com menos de 90% dos casos com reagdo positiva ou
negativa).

Fonte: Carter et al. (1986)
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A sensibilidade de um teste é definida pela propor¢do de animais doentes que
tém o resultado do teste positivo, ou seja, pela capacidade do teste de detectar os
animais doentes de um rebanho. Ja a especificidade de um teste é definida como a
proporcdo de animais sadios que tém o resultado do teste negativo, ou seja, pela
capacidade do teste em detectar os animais ndo doentes de um rebanho.

O teste de IHS foi, inicialmente, desenvolvido para o diagnéstico da C.
pseudotuberculosis em equlinos. Baseia-se na neutralizacdo da fosfolipase D por
anticorpos produzidos contra essa toxina, presentes no soro de caprinos e ovinos
infectados pela C. pseudotuberculosis. A reacdo dos anticorpos com a exotoxina impede
a ocorréncia da hemdlise sinérgica comumente observada entre as toxinas de
Rhodococcus equi (fosfolipase C) e de C. pseudotuberculosis, em agar sangue
(KNIGHT, 1978). Este teste mostrou-se sensivel, embora com pouca especificidade,
uma vez que pode indicar resultados positivos em animais infectados por outros agentes
etiologicos, como Staphylococcus aureus, Arcanobacterium pyogenes e outros bacilos
Gram positivos (BROWN et al., 1986; BROWN et al., 1987).

Dercksen et al. (2000) desenvolveram um teste ELISA sanduiche baseado no
descrito por Ter Laak et al. (1992) para a deteccdo da C. pseudotuberculosis em
caprinos e ovinos, com o objetivo de obter uma melhora na sensibilidade. Constatou-se
uma sensibilidade equivalente a 72% e uma especificidade de 99% em caprinos, e de
51% e 97%, respectivamente, em ovinos.

Kaba et al. (2001), utilizando como referéncia a técnica de WB, padronizaram
um ELISA, obtendo uma sensibilidade de 85% e uma especificidade de 96%.

Em estudo recente, Binns et al. (2007) desenvolveram e validaram um teste
ELISA com especificidade de 100% e sensibilidade de 83% na detec¢do de 1gG contra
C. pseudotuberculosis. Além deste, um teste ELISA para deteccdo de IFN-gama, como
marcador de imunidade celular mediada contra a C. pseudotuberculosis foi
desenvolvido por Prescott et al. (2002) e demonstrou ndo ter seus resultados
influenciados pela vacinagdo. Vaiseh (1990) desenvolveu um teste de diagnostico
sorolégico (Dot-Blot) utilizando a toxina da C. pseudotuberculosis com sensibilidade de
94% e especificidade de 99%.

Prodhan et al. (1993) realizaram um experimento para comparar o teste de IHS
com o Dot-Blot. Das 145 amostras testadas, 36 foram detectadas como positivas a partir
do IHS, diferentemente do Dot-Blot, que detectou apenas 27 amostras como positivas.

As nove amostras que apresentaram resultado positivo apenas para o IHS foram
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consideradas falso-positivas, devido a rea¢do cruzada com alguma outra bactéria Gram
positiva. A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que o teste Dot-Blot é
mais confiavel para deteccdo da C. pseudotuberculosis, quando comparado com o teste
IHS.

Um estudo desenvolvido por Carminati (2005) avaliou a sensibilidade e a
especificidade de quatro ensaios imunoenzimaticos (ELISA) utilizando, como padrao
ouro, o isolamento microbiolégico confirmado por PCR. Foram utilizados dois
antigenos, sendo o primeiro o sobrenadante da cultura de C. pseudotuberculosis em
meio BHI e o outro obtido a partir do fracionamento em trés fases (TPP) do
sobrenadante de cultura de C. pseudotuberculosis, em mesmo meio. Tanto a
sensibilidade quanto a especificidade do ELISA indireto BHI foram de 98%, enquanto
para 0 ELISA indireto TPP foi de 100%. Para o ELISA sanduiche BHI, a sensibilidade
e especificidade foram de 86% e 84%, respectivamente, e para o ELISA sanduiche TPP
de 74% e 72%, respectivamente.

Alguns autores questionam a utilizacdo isolada de métodos soroldgicos para o
diagnostico da LC e defendem o seu uso, principalmente, para estudos epidemiologicos
(STING et al., 1998). Segundo eles, a utilizacdo de métodos soroldgicos na tentativa de
erradicar a LC é bastante controversa. Entretanto, pesquisadores como Ter Laak et al.
(1992) e Dercksen et al. (2000) preconizam a utilizacdo destes testes em programas de
erradicacdo para a eliminacdo dos animais com sorologia positiva do rebanho. Os
mesmos autores defendem o uso da técnica de WB para confirmacdo dos casos
suspeitos (TER LAAK et al., 1992) ou a repeticdo do teste de ELISA apds quatro
semanas (DERCKSEN et al., 2000).

Além dos testes soroldgicos citados, existe um teste de pele que detecta a
resposta mediada por células, através de uma reacdo dérmica que também pode ser
utilizado para o diagndéstico da LC (BROWN et al., 1986). Um alérgeno conhecido
como “linfadenina”, constituido por proteina hidrossoluvel extraida a partir de células
lavadas da C. pseudotuberculosis, foi utilizado por Langenegger et al. (1987).
Utilizando o alérgeno em grupos de caprinos portadores e em grupos de caprinos sadios,
diferengas foram encontradas entre as respostas dos animais doentes e sadios,
mostrando assim, resultados promissores em relacdo ao teste. Alves e Olander (1999)
utilizaram células fragmentadas, formolizadas da C. pseudotuberculosis, como teste de
pele. As células foram inoculadas em um grupo de caprinos vacinados com toxdide a

3% e em outro grupo de caprinos vacinados com uma bacterina, e entdo desafiados com
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C. pseudotuberculosis. N&o foi observada reagdo antes da infec¢do. Entretanto, apds o
desafio, todos os animais apresentaram reacao ao teste. Esses resultados sugerem que o
teste de pele é capaz de estimular a resposta imunocelular em animais previamente
expostos a C. pseudotuberculosis sendo, portanto, Gtil no diagndstico de casos
subclinicos da LC. Entretanto, os mesmos autores afirmam que para elevar a

confiabilidade do teste € necesséria a purificacdo do antigeno utilizado.
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TRATAMENTO

A C. pseudotuberculosis é sensivel, in vitro, a varios antibioticos, entre eles
penicilina, ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina e tetraciclina
(CAMPBELL et al., 1982). Contudo, sua utilizacdo para o tratamento in vivo da
infeccdo pela C. pseudotuberculosis ndo é eficaz por diversas razdes, sendo uma delas,
0 baixo nivel do antibidtico no interior do abscesso, devido a capsula fibrosa e a
presenca de pus. Além disso, a localizac¢do intracelular do microrganismo nas células
fagociticas impede seu contato com quantidades substanciais de antibiético (ASHFAQ e
CAMPBELL, 1979; WILIAMSON, 2001).

O tratamento convencional da doenca consiste na drenagem e cauterizacdo
quimica dos abscessos, utilizando-se solugdo de iodo a 10%. Cuidados especiais devem
ser tomados para evitar a contaminagdo ambiental prevenindo a disseminac¢ao do agente
(ALVES et al., 1997) e para evitar a transmissdo ao homem uma vez que existem
relatos na literatura de infecgdo humana causada pela C. pseudotuberculosis.

Bulgin (1998) descreveu a utilizagdo de solugdo de formalina a 10% como
técnica alternativa para o tratamento da LC. Porém, o uso de “autovacinas” em animais
destinados ao consumo humano é controverso devido ao risco da formalina ser
introduzida na cadeia alimentar.

Um recente estudo descreveu a utilizacdo de uma combinacdo de antibi6ticos
(rifamicina e oxitetraciclina) para o tratamento de ovinos acometidos pela LC
(SENTURK e TEMIZEL, 2006). Foi relatada a resolucdo da infeccdo devido a reducao
das dimens@es das lesdes superficiais dos animais. Entretanto, ao final do experimento
ndo foi realizada necropsia dos animais experimentais para avaliar a existéncia de les6es
nos linfonodos apds o tratamento assim como ndo foi informado no estudo por quanto
tempo 0s animais permaneceram sem a apresentacédo clinica da enfermidade (BAIRD e
FONTAINE, 2007). Portanto, novos estudos necessitam ser realizados para que o
tratamento de lesdes causadas pela LC seja recomendado ao invés do descarte de
animais infectados (BAIRD, 2006).
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CONTROLE E PROFILAXIA

O principal aspecto relacionado ao controle da LC esta no isolamento imediato
dos animais afetados e na remocdo do material infectivo antes do rompimento do
abscesso e da contaminacdo ambiental. Deve-se dar uma importancia especial aos
cuidados utilizados na drenagem cirargica dos abscessos e adequada eliminacdo do
material, prevenindo a contaminacdo ambiental. Os animais tratados s6 devem retornar
ao rebanho depois da completa cicatrizacdo da lesdo. No caso de animais com abscessos
reincidentes, sugere-se que sejam eliminados do plantel (ALVES et al., 1997).

Pelo fato do microrganismo infectante ser capaz de sobreviver e persistir no
meio ambiente por um longo periodo de tempo, sendo uma constante fonte de infeccao
para os animais (WILLIAMS, 1980), a conscientizagdo em relacdo as praticas de
manejo adotadas para evitar sua disseminacdo é fundamental para o controle eficaz
desta enfermidade. Essas praticas incluem a desinfec¢cdo dos instrumentos utilizados no
manejo dos animais como, por exemplo, na caudectomia e na reutilizacdo dos brincos
de orelha e tesouras de tosquia. Devem ser feitas limpeza e higienizacdo das instalagdes,
assim como dos bebedouros e comedouros. Em relacdo a tosquia, 0s grupos mais jovens
devem ser tosquiados em primeiro lugar e qualquer ovino com lesdes palpaveis deve ser
tosquiado posteriormente. A secrecdo purulenta presente nas instalacdes deve ser
removida e a area desinfetada. O contato intimo dos animais apds a tosquia deve ser
evitado. O banho ap6s a tosquia ndo € recomendado em rebanhos gravemente
acometidos. E digna de consideracdo a adicdo de agente bactericida eficiente no liquido
do banho (RADOSTITS et al., 2002). A aplicacdo de penicilina no momento da tosquia,
associada a desinfeccdo das lesdes e dos instrumentos utilizados parece reduzir
substancialmente a ocorréncia da enfermidade (AL-GAABARY et al.,, 2009). O
estabulo ndo deve conter objetos que possam provocar lesGes cutdneas nos animais,
assim como deve ser realizado um controle de parasitos externos, com o intuito de
controlar o prurido. Deve ser realizada esterilizacdo do material cirurgico e utilizadas
agulhas e seringas descartaveis.

Entretanto, devido a facil disseminacdo deste microrganismo no meio ambiente e
contaminagdo dos animais, a prevencdo quanto a introducdo de animais infectados no
rebanho é o melhor método de controle da enfermidade. Recomenda-se que a aquisi¢cdo

de animais seja feita somente a partir de rebanhos livres de LC, sendo estes mantidos
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longe dos animais infectados. Segundo Batey (1986), pelo fato desta enfermidade
apresentar um longo periodo de incubagdo, a separacdo de animais infectados dos
animais ndo infectados se torna bastante dificil pela propria condi¢ao da doenca que, em
determinados momentos, apresenta-se com abscessos visiveis e em outros, com
abscessos internos ou sem sinais. A introducdo de um animal infectado em um rebanho
leva ao aparecimento de abscessos nos animais em um periodo de dois a trés anos
(AYERS, 1977; ALVES e OLANDER, 1998).

Muitos estudos vém sendo realizados para obtencdo de vacinas que induzam
nivel de protecdo aos animais, contra a LC. Estas vacinas podem ser constituidas por
células bacterianas mortas (bacterinas), células bacterianas vivas, pela toxina inativada
(toxoide) da C. pseudotuberculosis ou pela associacdo destes componentes, utilizando
ou ndo algum tipo de adjuvante. Além dessas, recentemente vém sendo desenvolvidas
vacinas a partir de modificacbes no material genético do microrganismo, com intuito de
obter avan¢os quanto a protecdo imune, por elas oferecida. Para realizar uma devida
avaliacdo das vacinas, a eficécia, a poténcia, a seguranca, a viabilidade e outros aspectos
devem ser levados em consideracdo para uma boa analise.

Eggleton et al. (1991) realizaram um experimento comparando a eficacia de
vacinas preparadas a partir de toxdides com a presenca e auséncia de células bacterianas
da C. pseudotuberculosis mortas pela formalina. A partir dos resultados obtidos,
concluiram que o potencial de protecdo vacinal ndo foi alterado devido a inclusdo de
celulas bacterianas mortas.

Paton et al. (1991) verificaram a eficacia de uma vacina que continha uma
associacdo de bacterina e toxdide da C. pseudotuberculosis e ainda, toxoide de
Clostridium perfringens tipo D e de Clostridium tetani (“Caseous D-T”). Foi observada
uma média de 1,2 = 2 no nimero de abscessos externos no grupo de animais vacinados,
contra uma média de 26,8 + 23,8 no grupo de animais controle. Em relacdo aos
abscessos internos, foi obtida uma média de 0,1 + 0,3 no grupo de animais vacinados,
contra uma média de 6,8 + 5,9 no grupo de animais controle. Os autores afirmam que a
eficicia de uma vacina contendo tanto a bacterina quanto o toxdide da C.
pseudotuberculosis tende a ser maior do que vacinas que contenham apenas celulas
bacterianas mortas. A partir dos resultados deste experimento, supde-se ainda que 0s
anticorpos produzidos contra as células bacterianas mortas ajudam a eliminar a C.

pseudotuberculosis do local inicial da infeccdo e que anticorpos produzidos contra a
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exotoxina inativada ajudam a prevenir a disseminacdo da infeccdo a partir de seu sitio
original.

Um estudo realizado por Stanford et al. (1998) avaliou a eficacia de duas vacinas
comerciais (“Glanvac-6” e “Case-Vac”) e uma experimental contendo células
bacterianas inativadas associadas a um adjuvante sintético (MDP) contra LC, em
Alberta, no Canada. A vacina “Case-Vac” e a vacina experimental induziram titulos
significativos de anticorpos contra a C. pseudotuberculosis, em cordeiros, por um
periodo de 12 meses apds a vacinacao, sendo que os titulos produzidos pela vacina
experimental se mantiveram mais elevados do que os produzidos pela “Case-Vac”,
neste periodo. Os titulos de anticorpos produzidos pela “Glanvac-6" em cordeiros nao
diferiram do grupo controle. O numero de reacdes locais foi mais elevado em cordeiros
vacinados pela “Glanvac-6”, em comparacdo aos cordeiros imunizados pela vacina
experimental, sem haver diferenca significativa entre as duas vacinas em relagdo ao
tamanho da reacéo.

Através de um estudo realizado por Alves e Olander (1998), a eficacia de uma
vacina de toxoide a 3% foi avaliada contra LC em caprinos. Dos 15 animais da raca
Alpina com 10 semanas de idade, 10 foram vacinados, pela via subcutanea. Duas
aplicagdes foram realizadas, com um intervalo de 14 dias. Os animais eram avaliados
diariamente quanto a apresentacdo de aumento dos linfonodos e, semanalmente,
amostras de sangue eram coletadas para avaliacdo sorologica. Lesdes no local de
inoculacdo foram observadas em quatro dos cinco animais do grupo controle, e em sete
dos 10 animais vacinados, demonstrando baixa protecdo vacinal. Entretanto, as lesdes
ndo se disseminaram para outras partes do corpo no caso dos animais vacinados, ao
contréario do que ocorreu com os animais do grupo controle.

Paton et al. (1995) em uma analise da eficacia de um composto de toxdide
vacinal contra LC, relatou uma reducdo no numero, no tamanho dos abscessos
pulmonares e na disseminagdo da enfermidade no rebanho. Em estudo realizado
posteriormente, Paton et al. (2003) avaliaram a eficacia da vacinacdo contra LC, em
rebanhos ovinos de Nova Gales do Sul, Vitoria e Australia Ocidental. Foi observado
que, somente 10% a 15% dos produtores estavam obtendo sucesso no controle da LC a
partir dos programas de vacinacdo recomendados. Além disso, os autores afirmaram
que, embora 43% dos criadores utilizassem vacina contra LC, apenas 12% deles
utilizavam-na corretamente. Com isso, concluiram que ajustes nos programas de

vacinacao iriam reduzir drasticamente os indices de prevaléncia da LC nos rebanhos.
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Recentemente, Fontaine et al. (2006) avaliaram a eficacia de vacinas contendo
um derivado recombinante da fosfolipase D, células bacterianas mortas pela formalina e
uma outra contendo a associacdo desses dois componentes. Foi observado que as
vacinas que continham separadamente a fosfolipase D e células bacterianas mortas
conferiram protegdo significativa contra a infecgdo. Mais importante que isso, a vacina
que continha a combinacgdo dos dois componentes promoveu protecdo absoluta contra a
infeccdo. Neste mesmo experimento, foi avaliada a eficacia de uma vacina nao
licenciada disponivel comercialmente na Unido Européia. Observou-se uma protecao
significativa contra a infeccdo, embora a disseminacdo da infeccdo através do sitio de
inoculagdo n&o tenha sido restrito, como nas outras vacinas testadas. Entretanto,
nenhum animal imunizado por esta vacina apresentou abscessos pulmonares,
eliminando, entdo, uma importante via de disseminacdo do microrganismo no rebanho.

Uma vacina viva atenuada contra LC (1002), produzida pela Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola - EBDA foi licenciada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento no ano de 2000, para sua producdo e comercializacdo em
todo o territorio nacional brasileiro. A vacina esta disponivel sob a forma liquida e deve
ser administrada pela via subcutanea. Estudos preliminares realizados com o intuito de
verificar a eficacia da vacina viva com a cepa 1002 da C. pseudotuberculosis
demonstraram uma protecdo de 83,3% contra a LC em caprinos (RIBEIRO et al., 1991).
Entretanto, deve-se levar em consideracdo que o periodo pelo qual os animais sdo
avaliados apds o desafio, assim como a dose do inéculo para ele utilizada podem
influenciar os resultados da pesquisa. Segundo Brogden et al. (1996), pelo fato de a LC
ser uma enfermidade crénica, o sucesso da utilizacdo da vacina ndo pode ser avaliado
somente durante um ano, mas em extensos periodos de tempo de utilizacdo. E
importante ressaltar a necessidade de avaliacdo desta vacina em ambiente controlado,
utilizando a mesma quantidade de bactérias no desafio, com acompanhamento dos
animais por um periodo mais prolongado e que 0 mesmo experimento seja realizado em
meio real, sem o desafio.

Existem duas vacinas comerciais contra LC licenciadas para sua utilizagédo em
ovinos, nos Estados Unidos da América. Uma delas ¢ a “Case-Bac” que contém uma
combinagdo de bacterina e toxoide de C. pseudotuberculosis. A outra vacina, a
“Caseous D-T”, citada anteriormente no estudo de Paton et al. (1991), contém também
toxoide de C. tetani e de C. perfringens tipo D. Berrier (2002) cita um procedimento a

ser realizado, no caso de infecgédo pela C. pseudotuberculosis em caprinos, ja que estas
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duas vacinas ndo devem ser utilizadas nesta espécie animal. Segundo ele, inicialmente,
deve ser feito o isolamento e identificagdo do agente, para confirmar se o agente
causador dos abscessos no rebanho é a C. pseudotuberculosis. Posteriormente, o autor
sugere a producdo de vacinas autogenas para o controle da LC. A vacina autogena é
preparada a partir de um microrganismo causador da doenga em um animal ou rebanho
e, posteriormente, utilizada nesse mesmo animal ou rebanho, para estimular a
imunidade. Antes de utilizad-la em todos os animais do plantel, Berrier (2002) sugere
que, inicialmente, a vacina seja testada em um ndmero limitado de animais, para
verificar a eficacia e a viabilidade de sua aplicacéo.

Brogden et al. (1990) conduziram um estudo para avaliagdo do efeito do
dipeptideo muramil (MDP) na resposta imune produzida por uma vacina contendo
células bacterianas mortas (CBM) da C. pseudotuberculosis, em ratos e cordeiros. Em
ratos, a protecdo induzida pela vacina estava relacionada a concentragdo de CBM
utilizada. Utilizando-se concentracdes de 10 e 25 pg de CBM, a protecdo vacinal
desenvolvida foi baixa (54,7%), ao contrario da protecdo desenvolvida com o uso de
concentracdes de 50, 100 e 150 g (78,8%). Em altas concentracdes de CBM, houve um
pequeno aumento na protecdo para 82,3%, quando associado com a utilizacdo de altas
concentracdes de MDP (50 e 100 ug). Entretanto, um aumento significativo na prote¢édo
para 90%, foi observado com a utilizacdo de baixas concentracfes de MDP (5 e 10 pg).
Em baixas concentraces de CBM, a utilizacdo de altas concentracbes de MDP
ocasionou um decréscimo significativo para 32% na protecdo. Porém, a utilizacdo de
baixas concentragcdes de CBM foi responsavel por um aumento na protecao vacinal para
72,5%. A protecdo induzida a partir de baixas concentracfes de CBM e MDP foi, entéo,
similar a altas concentracdes de CBM sem a utilizacdo de MDP. A protecdo vacinal e a
presenca de abscessos nos locais de aplicacdo da vacina em cordeiros, também estavam
relacionadas as concentracdes de CBM e de MDP. Além disso, foi observado que em
todos os cordeiros vacinados com 1 mg de CBM associado a 50 pg de MDP, néo
ocorreu o desenvolvimento de abscessos pulmonares ou nos locais da vacinagéo.

A partir dos estudos citados anteriormente, observa-se que uma série de vacinas
produzidas a partir da inativacdo da fosfolipase D pela formalina vem sendo testada,
ultimamente, ja que este antigeno é considerado o principal fator de protecédo contra a
infeccdo pela C. pseudotuberculosis. Entretanto, a inativacdo genética da fosfolipase D
(“Toxminus”) tem-se mostrado como uma alternativa para producdo de novas vacinas

contra a LC, apesar de ainda ndo existirem resultados concretos quanto a sua eficacia.
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Um estudo realizado por Hodgson et al. (1999) testou a eficacia de uma vacina
com a forma geneticamente inativada da fosfolipase D, em ovinos, com substituicdo da
histidina-20 pela serina. Os resultados indicaram que a vacina alterada geneticamente
conferiu uma protecdo em somente 44% dos animais, contra uma protecdo de 95%
oferecida pela vacina com inativacdo da fosfolipase D pela formalina. Segundo os
autores deste estudo, a razdo para a variacdo observada entre as duas vacinas €
desconhecida, ja que ndo havia sido constatada diferenca significativa em relacdo aos
niveis de anticorpos produzidos pelos animais.

Moore et al. (1999) avaliaram a capacidade de atuagdo do “Toxminus” como
vetor vacinal vivo, atraves da expressdo de gens externos e inducdo de producgdo de
anticorpos contra a C. pseudotuberculosis. Como resultados, os autores observaram que,
em geral, os niveis de expressdes génicas foram baixos e, aparentemente, houve uma
boa tolerancia do “Toxminus” em relacdo as proteinas recombinantes produzidas. As
expressOes génicas, entretanto, foram suficientemente altas para induzir niveis de
anticorpos especificos contra as proteinas recombinantes, a partir da aplicacdo de uma
dose unica de “Toxminus”.

O gen pld que codifica a fosfolipase D e o0 gen aro Q da C. pseudotuberculosis,
que codifica a enzima 3-desidroquinase tipo Il também foram modificados com o
intuito de induzir uma protecdo vacinal em ovinos, em estudo de Simmons et al. (1998).
Os autores observaram gque mutantes aro Q foram incapazes de induzir a producéo de
IFN-gama em ovinos e foram responsaveis por uma baixa produgdo de anticorpos
contra a C. pseudotuberculosis nesses animais. Entretanto, constatou-se uma redugéo na
severidade da enfermidade apos o desafio. J& os mutantes pld, induziram uma resposta
imune relacionada a producdo de IFN-gama pelos linfocitos e niveis relativamente altos
de anticorpos.

Um estudo realizado por Chaplin et al. (1999) foi desenvolvido para avaliar a
resposta imune humoral de ovinos a partir da utilizacdo de vacinas de DNA contendo o
dominio extracelular de bovino, CTLA-4 (linfocito T citotdxico associado a proteina 4).
A funcdo da utilizacdo do CTLA-4 na producdo de vacinas de DNA est4 relacionada a
sua ligacdo ao antigeno de membrana B7 das células apresentadoras de antigeno
(APCs), promovendo a fuséo dos antigenos aos sitios de inducdo da resposta imune.
Conforme os resultados obtidos neste trabalho, foi demonstrado um aumento
significativo na velocidade, magnitude e longevidade da resposta humoral em

comparacdo aos dados obtidos a partir da alteracdo genética do pld. Em conclusdo, os



39

autores sugerem como uma nova estratégia para superar a fraca resposta imune que vem
sendo associada as vacinas de DNA, a realizagdo de alteracfes genéticas que promovam
a ligacdo de antigenos as APCs, com conseqliente inducdo da resposta imune nos

animais.
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AVALIACAO IN VITRO DA SENSIBILIDADE DA CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS FRENTE A DIFERENTES TIPOS DE
ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES
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RESUMO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma enfermidade crbnica e debilitante causada pela
Corynebacterium pseudotuberculosis, caracterizada pela formacdo de piogranulomas
nos ganglios linfaticos superficiais, internos e outros 6rgdos. O tratamento atualmente
recomendado oferece grandes riscos de contaminacdo ambiental e baseia-se na
drenagem e cauterizacdo quimica dos linfonodos acometidos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito in vitro de antissépticos e desinfetantes contra a C.
pseudotuberculosis e descrever a curva de crescimento deste microrganismo em caldo
de Infusdo de Cérebro e Coracéo adicionado de 0,1% de Tween 80® (BHI+T), ao longo
de 48 horas de incubacdo a 37°C. Foram avaliados tintura de iodo a 10%, hipoclorito de
sodio a 2,5%, permanganato de potassio a 5%, sabonete liquido antisséptico Aseptol® e
alcool etilico absoluto (99,8%), através da metodologia da disco-difusdo. Um swab
estéril foi imerso na suspensdo bacteriana produzida e semeado em placa de agar
Mueller-Hinton. Discos estéreis foram embebidos em cada solucdo a ser testada e
distribuidos na superficie do &gar. Os resultados foram obtidos de acordo com o
didametro do halo produzido ao redor dos discos. Foram realizadas quatro repeticdes e
suas médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Para obtencdo da
curva de crescimento, coldnias isoladas do microrganismo foram inoculadas em frasco
contendo BHI+T. A cada quatro horas, 2 mL eram retirados para medi¢do da massa
celular em espectrofotometro e 1 mL para realizagdo das diluicbes seriadas,
plagueamento em agar sangue e contagem de células viaveis. Observou-se que, para a
obtencéo de uma concentragdo maxima de C. pseudotuberculosis, préxima a 1200 x 10°
células viaveis/mL, deve-se manter o indculo sob incubacéo de 37°C por um periodo de
28 a 40 horas. Quanto a prova de sensibilidade, verificou-se que a tintura de iodo a
10%, seguida pelo hipoclorito de sédio a 2,5% e permanganato de potassio a 5%, foram

0s produtos com maior poder bactericida in vitro contra a C. pseudotuberculosis.

Palavaras-chave: antibiograma, controle, curva de crescimento, Linfadenite Caseosa
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ABSTRACT

Caseous Lymphadenitis (LC) is a chronic and debilitating disease caused by
Corynebacterium pseudotuberculosis, characterized by the abscessation of superficial
and internal lymph nodes and other organs. The current and recommended treatment
represents high risks of environmental contamination and it is based on the drainage and
chemical cauterization of affected lymph nodes. The aim of this study was to evaluate
the in vitro effect of antiseptics and disinfectants against C. pseudotuberculosis, and to
define the growth curve of this same microrganism inoculated in Brain Heart Infusion
Broth plus 0,1% of Tween 80® (BHI+T), for 48 hours of incubation. For sensibility
test, it were evaluated 10% iodine, 2,5% sodium hypochlorite, 5% potassium
permanganate, liquid soap Aseptol®, absolute alcohol ethylic (99,8%), beyond
diffusion-disc methodology. An sterile swab was immersed in a bacterial suspension
and plated in Mueller-Hinton agar. Sterile discs were immersed in each solution to be
tested and distributed in agar surface. The results were obtained in accordance with the
inhibition circle diameter formed around the disc. It were performed four repetitions end
means compared by Tukey’s test (5%). For the growth curve description, colonies were
inoculated in a bottle containing BHI+T. Every four hours, 2 mL were withdrawn to
evaluate the cell mass at a spectrophotometer and 1 mL to accomplish serial dilutions,
blood agar base plating and counting of viable cells. It was observed that to reach the
maximum concentration of C. pseudotuberculosis, near to 1200 x 10° viable cells/mL,
the inoculum must be maintained at 37°C incubation for a 28-40 hours period. The
sensibility test indicated that 10% iodine, followed by 2,5% sodium hypochlorite and
5% potassium permanganate were the products with the major bactericidal in vitro

effect against C. pseudotuberculosis.

Keywords: antibiogram, Caseous Lymphadenitis, control, growth curve
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INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenca infecto-contagiosa de ocorréncia
mundial, que acomete caprinos e ovinos, caracterizada pela formagéo de abscessos em
ganglios linfaticos superficiais, podendo também acometer 6rgéos e linfonodos internos.
Apresenta alta incidéncia em rebanhos caprinos da regido Nordeste, a qual detém o
maior contingente de animais (PINHEIRO et al., 2000). E uma enfermidade crénica e
debilitante causada pela Corynebacterium pseudotuberculosis, responsavel por causar
grandes perdas econémicas na caprinocultura e ovinocultura (ALVES et al., 2007). A C.
pseudotuberculosis caracteriza-se como um bacilo Gram positivo curto e irregular, que
pode também apresentar aspecto cocoide, mostrando-se isolado ou formando
grupamentos irregulares ou em palicada. Sdo imoveis, anaerdbios facultativos,
fermentativos e ndo formam esporos (BATEY, 1986).

As perdas econdmicas causadas pela LC em rebanhos caprinos e ovinos ocorrem
através da diminuicdo da producdo de carne, leite e 14, da condenacdo de peles e
carcagas, da queda na eficiéncia reprodutiva e do aumento de gastos com medicamentos
e mao-de-obra para o tratamento dos abscessos. A forma visceral da doenca é a mais
grave e preocupante, visto que o diagndstico clinico é muito dificil e pode levar a
debilitacdo do animal, disseminacdo de abscessos no organismo e, até mesmo, morte de
individuos. As peles de caprinos e ovinos apresentam-se como um produto de alto valor
no mercado nacional e internacional. Ressalta-se, portanto, a necessidade do controle da
LC ja que esta enfermidade atua como uma das principais causas de danos a estes
produtos devido a presenca dos abscessos (FIGUEIREDO et al., 1982; ALVES, 1988).

A ocorréncia de ferimentos na pele dos animais é considerada a principal porta
de entrada para a C. pseudotuberculosis, presente no meio ambiente devido a ruptura de
abscessos de animais infectados pela doenca (NAIRN e ROBERTSON, 1974).

O principal aspecto relacionado ao controle desta enfermidade, portanto, esta no
isolamento imediato dos animais acometidos e na drenagem cirargica do abscesso, antes
do seu rompimento natural, j& que 0 microrganismo € capaz de sobreviver e persistir no
meio ambiente por um longo periodo de tempo, constituindo-se numa constante fonte de
infeccdo para os animais (WILLIAMS, 1980).

O tratamento atualmente preconizado para a doenga consiste na drenagem e

cauterizacdo quimica dos abscessos, utilizando-se solucdo de iodo a 10%, quando estes
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encontram-se em estdgio avancado de evolugdo. Dado este fato, tal procedimento
representa grandes riscos de contaminagcdo ambiental, seja através da ruptura espontanea
inesperada do abscesso ou pela simples exposicdo ao meio externo de um material
altamente contaminado. A aplicacdo de solucdo de formol a 10% diretamente no
linfonodo ja foi avaliada e constatou-se a morte da C. pseudotuberculosis no local,
apesar do microrganismo permanecer viadvel em outros linfonodos e visceras do animal.
Entretanto, diversos problemas e transtornos tém sido observados com relacdo a
utilizacdo deste produto no abscesso, como o aparecimento de fibrose, evolucdo da
necrose, destruicdo dos tecidos epitelial e muscular adjacentes e provavel
comprometimento do osso mais proximo (ALVES e PINHEIRO, 2003). Além disso,
sabe-se que o formol apresenta efeitos teratogénico, mutagénico e carcinogénico em
animais de laboratdrio, sendo também responsavel por causar anomalias congeénitas e
outras reacOes adversas (PRODUTOS..., 2003).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro de antissépticos e
desinfetantes contra a C. pseudotuberculosis para, em estudos futuros, serem avaliados
in vivo, através da aplicacdo no interior do linfonodo de animais acometidos pela LC.
Entretanto, a determinacgdo in vitro da eficicia bactericida de tais produtos exige o
conhecimento de algumas informacGes relacionadas a C. pseudotuberculosis, que ndo
encontram-se disponiveis na literatura, como por exemplo, o ndmero de células
bacterianas viaveis existentes no meio de cultura, ap6s um determinado periodo de
crescimento. Com isso, objetivou-se também descrever a curva de crescimento da C.

pseudotuberculosis.
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MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS BACTERIANAS

A curva de crescimento bacteriano foi determinada a partir de uma cepa regional
de Corynebacterium pseudotuberculosis e o perfil de sensibilidade in vitro da C.
pseudotuberculosis foi avaliado utilizando-se quatro isolados de casos de LC de animais
pertencentes ao rebanho experimental da Embrapa Caprinos e Ovinos (CNPC).

Para confirmacdo das cepas bacterianas, o material drenado do abscesso de
animais suspeitos para LC foi plaqueado em agar base enriquecido com 7% de sangue
ovino e a placa mantida em estufa a 37°C por 48 horas. As colonias isoladas foram
caracterizadas macroscopicamente, coradas pelo método de Gram e submetidas as
provas da catalase, urease e fermentacdo de carboidratos para identificacdo do agente
etioldgico. Todas as analises foram desenvolvidas nos Laboratorios de Bacteriologia e
de Proteoma do CNPC, localizado na cidade de Sobral-CE.

DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO DA C.
PSEUDOTUBERCULOQOSIS

Para determinacdo da curva de crescimento da C. pseudotuberculosis, a
quantificacdo celular foi estimada através da avaliacdo da densidade Optica em
comprimento de onda de 600 nm, e posterior contagem em placas (TORTORA et al.,
2005). Cinco coldnias isoladas do microrganismo foram transferidas da placa de agar
sangue para um frasco erlenmeyer contendo 75 mL de caldo BHI+T e incubado em
estufa a 37°C. Quatro horas apo6s a inoculagdo do meio, 2 mL foram retirados para
medicdo da massa celular em espectrofotdometro e 1 mL para realizacdo das diluicGes
seriadas (10™ a 10®) em solucéo salina (NaCl 0,95%), plaqueamento em &gar sangue e,
apos incubacdo a 37°C por 48 horas, contagem do numero de células vidveis por mL.
Esta etapa foi repetida sucessivamente, a cada quatro horas, ao longo das 48 horas de

incubagdo do meio inoculado, a 37°C. Um frasco contendo BHI+T estéril foi utilizado
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ao longo do experimento como controle para zerar o espectrofotdbmetro nos momentos
de avaliagdo da densidade Optica. Para a montagem da curva do ndmero de células
viaveis por mL de meio de cultura, foram utilizados os valores das menores diluicdes
que possibilitaram sua contagem. Ao final do experimento, foi realizada a confirmacéo

microbioldgica de pureza do microrganismo no meio de cultura.

AVALIACAO IN VITRO DA SENSIBILIDADE DA C. PSEUDOTUBERCULOSIS
FRENTE AOS ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES

Para a determinacdo do perfil de sensibilidade da C. pseudotuberculosis foi
utilizada a metodologia do antibiograma de disco-difusdo descrita por Bauer et al.
(1966), seguindo as recomendacdes do National Committee for Clinical Laboratory
Standards — NCCLS (2002). Foram utilizadas placas de petri de 150 mm de diametro
preenchidas com 70 mL agar Mueller-Hinton acrescido de 5% de sangue ovino. Cinco
coldnias de C. pseudotuberculosis foram transferidas de uma placa de &gar sangue para
um tubo de ensaio contendo 2 mL de caldo BHI+T, o qual foi mantido sob incubacéo a
37°C, de forma a se obter um inéculo com uma concentragdo equivalente a 1,5 x 10°
UFC/mL. O periodo de incubacdo do in6culo foi determinado pelos resultados obtidos
neste estudo, através da curva de crescimento da C. pseudotuberculosis. Um swab
estéril foi imerso na suspensdo bacteriana produzida, com o cuidado de pressiona-lo
contra as paredes do tubo para retirada do liquido em excesso e semeado,
uniformemente, por estrias justapostas, nas placas de agar Mueller-Hinton, em trés
direces e por toda a superficie do meio. O perfil de sensibilidade da C.
pseudotuberculosis foi avaliado frente a cinco principios ativos distintos de
antissépticos e desinfetantes: tintura de iodo a 10%, hipoclorito de sédio a 2,5%,
permanganato de potassio a 5%, sabonete liquido Aseptol®, e alcool etilico absoluto
(99,8%). Para o preparo da solucéo de tintura de iodo a 10% foram utilizados 100 g de
iodo ressublimado, 60 g de iodeto de potassio, 50 mL de agua destilada e 950 mL de
alcool absoluto. Quanto a solucdo de hipoclorito de sodio a 2,5%, foi utilizado um
produto comercial da marca Brilux®, a base de hipoclorito de sédio, hidroxido de sodio,
agua e teor de cloro ativo de 2,5% p/p. Discos estéreis de papel filtro, com 12,5 mm de

diametro, foram embebidos em 75 pL de cada solucdo testada e da solugédo controle
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(solucdo salina estéril, NaCl 0,95%) e mantidos em temperatura ambiente para secagem,
durante um periodo de 10 minutos. Posteriormente, os discos foram distribuidos na
superficie do agar de maneira equidistante, com o auxilio de uma pinca estéril. Uma
distancia minima de 24 mm foi mantida entre os centros dos discos na placa. Os
resultados foram obtidos a partir da mensuracdo do diametro das zonas de inibicéo,
onde se observava a auséncia total de crescimento bacteriano. Apds a realizacdo das
analises, foi realizada a confirmacdo microbiologica de pureza do microrganismo no
agar. Para a andlise estatistica foi considerado um delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos e quatro repeticdes. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de significancia (SAEG, 2007).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o crescimento bacteriano em meio de cultura liquido, as bactérias
apresentam uma curva de crescimento padrdo, quando este é expresso através do
logaritmo do nimero de microrganismos ao longo do tempo. Segundo Koneman et al.
(2001), esta curva € composta por quatro fases distintas de crescimento: fase de
arranque, fase exponencial, fase estacionaria e fase de declinio. A partir do momento no
qual um microrganismo € inoculado em um meio de cultura estéril, o crescimento ndo
se inicia de imediato. Esta fase, conhecida como fase lag ou de arranque, ocorre pela
necessidade das células de se adaptarem ao novo meio, até que possam dar inicio ao seu
desenvolvimento (BROCK e BROCK, 1978). Ja na fase logaritmica ou de crescimento
exponencial, o niumero de células bacterianas aumenta em progressdo geométrica na
medida em que o tempo cresce em progressdo aritmética. Na fase estacionéria ou de
equilibrio, a contagem de microrganismos Vvidveis permanece constante em seu valor
maximo, ja que o nimero de bactérias neoformadas é compensado pelo daquelas que
comegam a morrer. Por Gltimo, segue a fase de declinio ou morte das bactérias (BIER,
1977; TORTORA et al., 2005).

Na Tabela 1 estdo descritos os valores obtidos para densidade Optica e 0 niUmero
de células bacterianas viaveis existentes por mL de meio de cultura, ao longo de 48
horas de incubacdo. Na Figura 1, estdo representadas as respectivas curvas de
crescimento, com o nimero de células vidveis descrito em logaritmo na base 10.

A partir destes dados, observa-se que a C. pseudotuberculosis apresenta um
crescimento relativamente lento em BHI+T, ja que aproxima-se de sua fase equilibrio,
somente ap0ds 28 horas de crescimento. Depois de 40 horas de incubacéo, observa-se um
grande declinio no nimero de células bacterianas viaveis. Assim, sugere-se que, para a
obtencdo de uma concentracdo maxima de C. pseudotuberculosis em meio BHI+T,
proxima a 1200 x10° células viveis por mL, deve-se manter o inéculo sob incubagéo de
37°C por um periodo de 28 a 40 horas. A diminui¢do do nimero de células viaveis é
justificada pelo esgotamento de nutrientes do meio de cultura e pelo aumento dos
produtos toxicos provenientes do proprio metabolismo bacteriano (ISCSS, 2009).

Além disso, nota-se que a avaliacdo da densidade Optica do meio de cultura pode
ser considerada um método eficaz para estimar a quantidade de células viaveis de C.

pseudotuberculosis em BHI+T, somente até 40 horas de crescimento, ou seja, ate o final
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da fase estacionéria, ja que a turbidimetria ndo é capaz de realizar a discriminagdo entre
as células vivas e as células mortas no meio de cultura (Tabela 1 e Figura 1). A
avaliacdo da densidade dptica é baseada no fato de as células microbianas dispersarem a
luz, podendo assim, ser detectadas por medicdo da absorvancia em um
espectrofotémetro (ISCSS, 2009). Consiste em um método bastante simples e til de se
realizar a estimativa relativa da massa celular bacteriana. A turbidez do meio de cultura
estd diretamente relacionada ao nimero e ao peso das células bacterianas existentes
naquela solucédo (BIER, 1977).

A partir da observacdo dos dados descritos na Figura 1 é possivel obter, ao longo
das primeiras 40 horas de crescimento da C. pseudotuberculosis, a correlagdo existente
entre a turbidez do in6culo e 0 numero de células microbianas viaveis existentes por mL

de meio de cultura.

Tabela 1. Densidade Optica do meio de cultura e nimero de células viaveis por mL, de
Corynebacterium pseudotuberculosis inoculada em BHI+T, ao longo de 48 horas de
incubacdo a 37°C

Tempo (h) Densidade Optica* Numero de células viaveis (UFC/mL)
04 0,011 68 x 10°
08 0,046 82 x 10°
12 0,162 178 x 10°
16 0,459 306 x 10°
20 0,961 700 x 10°
24 1,366 900 x 10°
28 1,498 1050 x 10°
32 1,515 820 x 10°
36 1,519 1110 x 10°
40 1,537 1200 x 10°
44 1,508 140 x 10°
48 1,426 221 x 10°

*comprimento de onda de 600 nm
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Figura 1. Curvas de crescimento de Corynebacterium pseudotuberculosis em meio
BHI+T, em fungdo dos valores obtidos para densidade éptica e do logaritmo na base 10
do nimero de células viaveis por mL, ao longo de 48 horas de incubacdo a 37°C.

Através da insercdo de uma linha de tendéncia com regressao polinomial na curva
do nimero de células bacterianas vidveis/mL, utilizando-se o Microsoft® Office
Excel® 2007, parte do Microsoft Office Enterprise 2007 (MICROSOFT
CORPORATION®, 2006), torna-se possivel formular uma equagéo de terceiro grau (R?
= 0,809) capaz de estimar a concentracdo do nimero de bactérias vidveis existentes em

um determinado periodo de tempo, por mL de meio de cultura, sendo ela:

y = - 0,081x° + 4,542x° - 32,34x + 95,84

A estimativa da concentracdo de células viaveis de C. pseudotuberculosis, a partir
da andlise das curvas de crescimento obtidas neste estudo, favorece o desenvolvimento
de estudos relacionados a LC que exigem o conhecimento de tal informacéo, tornando
Sua execucao mais préatica e rapida.

Em conformidade com o NCCLS (2002), a realizacdo de testes in vitro para a
determinacédo do perfil de sensibilidade de microrganismos requer a utilizacdo de uma
cultura bacteriana com concentracdo equivalente a 1,5 x 10° UFC/mL. De acordo com

os resultados obtidos neste estudo relacionados a curva de crescimento da C.
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pseudotuberculosis, a obtencdo da concentracdo desejada foi alcangada a partir da
incubacédo do in6culo a 37°C por um periodo entre 28 e 40 horas.

Existem varios estudos na literatura que descrevem a curva de crescimento de
diversos microrganismos patogénicos, assim como avaliam os fatores externos que
interferem no seu desenvolvimento (BUCHANAN et al., 1993; BUCHANAN e BAGI,
1994; BOVILL et al., 2000). Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos que
descrevessem, especificamente, a curva de crescimento da C. pseudotuberculosis, para
uma possivel comparacgédo dos resultados obtidos neste experimento.

As médias e desvios padrdes dos didmetros das zonas de inibi¢do pela técnica de
disco-difusdo obtidos no teste in vitro estdo dispostos na Tabela 2. Dentre os produtos
analisados, observa-se que somente a tintura de iodo a 10%, o hipoclorito de sodio a
2,5% e 0 permanganato de potassio a 5% demonstraram atividade inibitéria completa
contra a C. pseudotuberculosis. O maior halo de inibi¢éo foi dado pela tintura de iodo a
10%, seguido pelo hipoclorito de sodio a 2,5% e, posteriormente, pelo permanganato de
potassio a 5%. Um fato interessante observado foi a formacéo de um outro tipo de halo
ao redor de alguns discos, onde ndo se observava a inibicdo completa de crescimento
bacteriano mas sim, uma reducdo na quantidade de coldnias de bactérias, quando
comparada ao restante da placa. Este halo foi nomeado, neste estudo, como zona de
reducdo de crescimento bacteriano e as médias de seus valores, obtidas para cada
produto, também estdo descritas na Tabela 2. Vale ressaltar que as coldnias presentes no
halo de reducdo também foram confirmadas como C. pseudotuberculosis. O
permanganato de potassio a 5% foi o Unico produto que apresentou, além da zona de
inibicdo completa, uma zona de reducdo de crescimento bacteriano. Em relacdo ao
Aseptol® e ao alcool etilico absoluto ndo foi observada formacdo da zona de inibicédo
completa e sim, apenas da reducdo de crescimento. Portanto, neste estudo, estes dois
ultimos produtos foram considerados como ineficazes no controle das cepas de C.
pseudotuberculosis avaliadas. Vale ressaltar que os testes de sensibilidade in vitro
realizados pelo método de disco-difusdo sofrem interferéncia de alguns fatores
incontrolaveis que podem ser responsaveis por gerar resultados variaveis, como por
exemplo, em decorréncia de diferengas existentes entre os coeficientes de difusdo dos
produtos analisados (OSBALDISTON, 1973). Além disso, outros estudos devem ser
realizados para avaliar a sensibilidade de outras cepas de C. pseudotuberculosis frente

aos mesmos produtos.
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Através da comparacgdo estatistica das médias de cada grupo avaliado, observou-
se que existe diferencga (p<0,05) entre os trés produtos que demonstraram exercer efeito
bactericida sobre os isolados de C. pseudotuberculosis utilizados neste estudo. Sugere-
se, portanto que a tintura de iodo a 10% seja 0 produto mais eficaz no controle deste
microrganismo, seguido pelo hipoclorito de sédio a 2,5% e, posteriormente pelo
permanganato de potéssio a 5% (Tabela 2).

A determinacdo da tintura de iodo e do hipoclorito de sédio como produtos
eficazes contra a C. pseudotuberculosis, encontra-se de acordo com os resultados
obtidos por Pedrini e Margatho (2003). Entretanto, estes autores também avaliaram a
atividade inibitdria da clorexidina e do cloreto de benzalcénio, sendo que este ultimo,
em concentracdo de 1%, foi o produto que apresentou maior efeito bactericida contra a
Corynebacterium sp. Vale ressaltar que no trabalho citado, ndo foi avaliada a tintura de
iodo na concentracdo de 10% e sim, de 2%. Este fato explica a discrepancia observada
entre os halos de inibi¢cdo produzidos pelo iodo nos dois estudos. Pedrini e Margatho
(2003) descreveram um halo de 21 mm de didmetro produzido pela tintura de iodo a
2%. O mesmo ndo foi observado com relacdo a solucéo de hipoclorito de sddio, ja que
0s mesmos autores avaliaram o produto em uma concentracdo de 2%, semelhante a

avaliada neste trabalho. Neste caso, foi relatado um halo de 18,5 mm de didmetro.

Tabela 2. Valores médios e desvios padrées da medida (mm) dos halos de inibicéo e de
reducdo de crescimento da Corynebacterium pseudotuberculosis frente tintura de iodo a
10%, hipoclorito de s6dio a 2,5%, permanganato de potassio a 5%, Aseptol®, alcool
etilico absoluto (99,8%) e solucdo salina estéril

Zona de inibicéo Zona de reducdo de
Produto
completa (mm) crescimento (mm)

Tintura de lodo 10% 60,25+ 4,11 0
Hipoclorito de Sédio 2,5% 225"+ 1,29 0

Permanganato de Potassio 5% 15,75+ 2,22 21,75 £ 2,75

Aseptol® 0° 27,75 + 3,59

Alcool Etilico Absoluto (99,8%) 0° 16,75+ 1,5
Soluc#o Salina Estéril (0,95%) 0° 0

Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que néo existe diferenca estatistica significativa entre
os valores, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os compostos contendo iodo sdo reconhecidos como potentes germicidas, sendo

capazes de destruir uma larga variedade de microrganismos, tais como bactérias,
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fungos, leveduras, protozoarios, virus e até mesmo esporos. Possuem um alto poder de
penetracdo ao reagir com o substrato protéico da célula bacteriana (HUBER, 1983).
Entretanto, a utilizacdo da tintura de iodo como antisséptico possui algumas
desvantagens como irritacdo da derme e elevada afinidade por matéria organica,
fazendo com que seu potencial oxidante e, consequentemente, seu poder germicida seja
reduzido nestes casos (BLATT e MOLONEY, 1961; KAUL e JEWETT, 1981).

O cloro e os derivados clorados também sdo caracterizados como bons
germicidas, ao liberar, em solucdo aquosa, o é&cido hipocloroso, que apresenta
capacidade de penetrar na célula bacteriana e destrui-la (ANDRADE, 1988). O
hipoclorito de s6dio a 5% atua como um excelente desinfetante de equipamentos e
utensilios, ndo devendo ser utilizado como antisséptico por ser extremamente irritante
para os tecidos vivos. A acdo bactericida do cloro € inativada em meio alcalino e na
presenca de matéria organica (MORIYA e MODENA, 2008).

O permanganato de potassio € um agente de oxidacdo forte possuindo
propriedades desinfetantes e desodorizantes. Os ions resultantes da reducdo do
permanganato exercem um efeito adstringente. Apesar de ter efeito bactericida in vitro,
o0 seu valor clinico como tal ¢ minimizado pela sua répida redugdo na presenca de
fluidos corporais (HUBER, 1983; MORIYA e MODENA, 2008).

Verifica-se que os trés produtos que demonstraram poder bactericida in vitro
contra a C. pseudotuberculosis podem ter seu efeito reduzido na presenca de matéria
organica como sangue, pus ou fezes. Além disso, alguns fatores externos incontrolaveis
podem interferir substancialmente nos resultados do teste, gerando uma certa variacao
nos dados. Com isso, torna-se evidente a importancia do desenvolvimento de analises in
vivo para avaliar a aplicacdo de antissépticos e desinfetantes diretamente no linfonodo,

para o controle da LC.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo a partir da descri¢cdo da curva de crescimento da C.
pseudotuberculosis contribuem fundamentalmente para a padronizacdo de protocolos de
pesquisa relacionados a LC. Para obtengdo de uma concentracdo maxima de células
viaveis por mL em caldo BHI+T deve-se manter o indculo a 37°C por um periodo de 28
a 40 horas. A avaliacdo da densidade dptica do meio de cultura liquido é um método
eficaz para estimacgéo do nimero de células viaveis até 40 horas de incubac¢do do meio a
37°C.

Com relacgdo a sensibilidade in vitro, a C. pseudotuberculosis foi sensivel a tintura
de iodo a 10%, ao hipoclorito de sodio a 2,5% e ao permanganato de potassio a 5%. O
desenvolvimento de um experimento in vivo se faz necessario para a confirmagdo da
eficacia do novo tratamento sugerido para a LC, j& que os testes de sensibilidade in vitro
podem sofrer acdo de fatores externos incontrolaveis e os produtos avaliados podem

atuar de forma diferente na presenca de matéria organica.
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CAPITULO 3

AVALIACAO IN VIVO DE ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES NO
CONTROLE DA LINFADENITE CASEOSA: ACOMPANHAMENTO
CLINICO, HEMATOLOGICO, SOROLOGICO E MICROBIOLOGICO
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RESUMO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma enfermidade infecto-contagiosa que acomete
caprinos e ovinos, causada pela Corynebacterium pseudotuberculosis. O tratamento
atualmente preconizado para esta enfermidade consiste na drenagem e cauterizagcdo
quimica dos abscessos em estagio avancado de evolucdo, apesar deste procedimento
representar grande risco de contaminacdo ambiental. Estudos de sensibilidade in vitro
recentemente desenvolvidos relataram eficiéncia bactericida da tintura de iodo a 10% e
do hipoclorito de sédio a 2,5% contra a C. pseudotuberculosis. Objetivou-se com este
experimento avaliar a eficacia da tintura de iodo a 10% e do hipoclorito de sédio a 2,5%
aplicados no interior do abscesso de animais acometidos pela LC. Foram utilizadas 18
fémeas ovinas, divididas em trés grupos: o primeiro foi tratado com tintura de iodo a
10% (TI), o segundo com hipoclorito de sodio a 2,5% (HS) e o dltimo grupo foi
submetido ao tratamento convencional (CT). Os dados hematoldgicos e soroldgicos
foram analisados quanto a sua normalidade pelo teste de Lilliford e a comparacdo de
médias foi realizada pelo teste de Dunnet (p<0,05). Foi observada a ruptura natural dos
seis abscessos do grupo TI, sendo que em cinco deles, a viabilidade da C.
pseudotuberculosis foi confirmada no local da lesdo, ap6s a ruptura do linfonodo.
Quanto ao grupo HS, a ruptura espontanea foi observada em cinco, dos seis abscessos
tratados, sendo o microrganismo identificado na lesdo dos cinco animais, ap6s o
rompimento. No sexto animal deste grupo, foi constatada a involugdo do abscesso. Foi
verificado um edema intenso na regido do linfonodo tratado com formacao de uma leséo
de grande extensdo nos animais dos grupos Tl e HS. N&o foi detectada diferenca
(p<0,05) nos parametros hematoldgicos em decorréncia dos tratamentos avaliados.
Quanto ao acompanhamento soroldgico dos animais, a analise estatistica comparativa
entre 0s meses, dentro de cada grupo, mostrou que os meses 1, 2, 3 e 4 foram diferentes
(p<0,05) do més 0 para os grupos Tl e HS. No grupo CT, ndo houve diferenga (p<0,05)
entre os meses de 1 a 5 e 0 més 0. Conclui-se que a aplicacdo de tintura de iodo a 10% e
hipoclorito de sodio a 2,5% no interior do abscesso de animais acometidos pela LC, em
estagio no qual as lesbes sdo detectadas através da inspecéo, ndo é 100% eficaz para o

seu controle.

Palavras-chave: abscesso, Corynebacterium pseudotuberculosis, ovino, tratamento
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ABSTRACT

Caseous Lymphadenitis (LC) is a contagious and infectious disease that affects caprine
and ovine, caused by Corynebacterium pseudotuberculosis. The current and
recommended treatment for the disease is the drainage and chemical cauterization of the
abscesses with 10% iodine at the final stage of development, although it may represent
high risks of environmental contamination. Recent in vitro sensibility experiments
showed the bactericidal efficiency of 10% iodine and 2,5% sodium hypochlorite against
C. pseudotuberculosis. The aim of this study was to evaluate the efficacy of 10% iodine
and 2,5% sodium hypochlorite application inside the lymph nodes of animals affected
by LC. It were utilized 18 ovine females, assorted in three groups: the first group was
treated with 10% iodine (TI), the second with 2,5% sodium hypochlorite (HS) and the
third group was conventionally treated (CT). It was observed the abscess rupture of all
six animals of TI group, and C. pseudotuberculosis was confirmed in five, after rupture.
In HS group, the spontaneous rupture was noted in five animals, which in all of them it
were detected the etiological agent of LC. The sixth animal of this group developed
abscess regression. Hematological and serological results were submitted to Lilliford’s
test, analysis of variance and Dunnet’s test, with 5% of significance. It was observed an
intense swelling at the treated lymph node region and the formation of an extensive
wound in both groups T1 and HS. No statistical difference significant was detected in
hematological parameters due to treatments evaluated. Considering the serological
monitoring, the comparative statistical analysis between months, inside the groups,
showed that months 1, 2, 3 and 4 were different (p<0,05) from month O, for Tl and HS
groups. For CT group, no difference (p<0,05) between month 0 and months from 1 to 5
were detected. It is concluded that the application of 10% iodine and 2,5% sodium
hypochlorite inside the abscess of animals affected by LC, at the stage that lesions are

detectable by inspection, is not 100% efficient for the control of the disease.

Keywords: abscess, Corynebacterium pseudotuberculosis, ovine, treatment
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a producdo de caprinos e ovinos vem assumindo uma
importante parcela no contexto do agronegocio brasileiro. Atualmente, se caracteriza
como uma atividade de grande importancia cultural, social e econémica para o Nordeste
do Brasil, desempenhando um papel crucial no desenvolvimento desta regido. A
producdo de alimentos de alto valor bioldgico (leite, carne e visceras) e pele de
excelente qualidade, além da adaptabilidade dos animais aos ecossistemas locais,
permite a caprino-ovinocultura enquadrar-se como uma boa alternativa de trabalho e de
renda (MORAES NETO et al., 2003). Entretanto, ainda observa-se uma baixa
produtividade na regido em decorréncia da utilizacdo de manejos inadequados e da
grande ocorréncia de doengas, dentre elas a Linfadenite Caseosa (LC).

A LC é uma enfermidade cronica e debilitante que acomete 0s pequenos
ruminantes, caracterizada pela formacdo de abscessos em um ou mais linfonodos,
causada pela Corynebacterium pseudotuberculosis, um bacilo Gram positivo curto e
irregular de, aproximadamente, 0,5 a 0,6 pm por 1,0 a 3,0 um. E uma doenca infecto-
contagiosa que constitui um problema de ordem mundial, responsavel por causar
grandes perdas econémicas na caprino-ovinocultura (ALVES et al., 2007). A
depreciacao do valor das peles, condenacdo de carcacgas, quedas na producao de carne,
leite, 1d e eficiéncia reprodutiva sdo alguns dos principais prejuizos causados pela LC
(KRISHNA et al., 1977; FIGUEIREDO et al., 1982; PATON et al., 1994; PATON et
al., 2003), além do risco oferecido a satde publica pelo potencial zoon6tico ja descrito
para a C. pseudotuberculosis (MILLS et al., 1997; PEEL et al., 1997; JOIN-LAMBERT
et al., 2006).

A ocorréncia de ferimentos na pele dos animais atua como a principal porta de
entrada para o microrganismo, presente no meio ambiente devido & ruptura dos
abscessos de animais infectados pela doenga (NAIRN e ROBERTSON, 1974). O
exsudato purulento de uma lesdao de LC € extremamente rico em células bacterianas
viaveis, apresentando uma concentracdo aproximada de 1 x 10°a 5 x 10" células por
grama de material (BROWN e OLANDER, 1987). Portanto, o principal aspecto
relacionado ao controle desta enfermidade esta no isolamento imediato dos animais
acometidos e na drenagem cirurgica do abscesso, antes do seu rompimento natural, ja

que o microrganismo é capaz de sobreviver e persistir no meio ambiente por um longo
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periodo de tempo, constituindo uma constante fonte de infeccdo para os animais
(WILLIAMS, 1980). Tal caracteristica do microrganismo associada a ineficiéncia do
tratamento a base de antimicrobianos e a dificil deteccdo dos animais infectados faz
com que a erradicacdo da LC seja uma tarefa extremamente ardua de ser realizada
(WILLIAMSON, 2001).

O tratamento atualmente recomendado para a LC consiste na drenagem e
cauterizacdo quimica dos abscessos, utilizando-se solucao de iodo a 10%, quando estes
encontram-se em estagio avancado de desenvolvimento. Porém, esta técnica representa
grandes riscos de contaminacdo ambiental, seja através da ruptura espontdnea
inesperada do abscesso ou pela simples exposicdo ao meio externo de um material
altamente contaminado. Um experimento avaliando a aplicacdo de solucdo de formol a
10% no interior do linfonodo j& foi realizado, onde constatou-se a morte da C.
pseudotuberculosis no local da lesdo, permanecendo vidvel apenas em outros 6rgaos ou
linfonodos do animal. Entretanto, a utilizacdo deste produto no interior dos abscessos é
responsavel pelo aparecimento de varios transtornos como a ocorréncia de fibrose,
necrose, destruicdo dos tecidos epitelial e muscular adjacentes e possivel
comprometimento de tecido 6sseo (ALVES e PINHEIRO, 2003). Além disso, sabe-se
que o formol possui efeitos teratogénico, mutagénico e carcinogénico em animais de
laboratdrio, sendo também responsavel por causar anomalias congénitas e outras
reacOes adversas (PRODUTOS..., 2003).

Estudos in vitro recentemente desenvolvidos com intuito de avaliar a eficacia de
antissépticos e desinfetantes de baixa toxicidade ao organismo animal, contra a C.
pseudotuberculosis, relatam a alta sensibilidade deste microrganismo frente a solucao
de tintura de iodo a 10% e ao hipoclorito de sédio a 2,5% (SANTOS et al., 2009).
Portanto, objetivou-se com este experimento, avaliar a eficacia da utilizacdo dessas
substancias no interior do abscesso de animais acometidos pela LC, em estagio inicial

de desenvolvimento, visando o tratamento e o controle desta enfermidade.
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MATERIAL E METODOS

LOCAL E PERIODO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado na Fazenda Santa Rita, unidade experimental da
Embrapa Caprinos e Ovinos (CNPC), localizada no municipio de Sobral, em uma regiao
semi-arida do sertdo cearense, a 3° 41' 32” de latitude Sul e 40° 20' 53” de longitude
Oeste e a uma altitude de 75 m. O periodo experimental foi compreendido entre os
meses de julho e dezembro do ano de 2009. O clima da regido, pela classificacdo de
Koppen, é Aw de Savana (MILLER, 1971), caracterizada por um periodo chuvoso de
janeiro a junho e um periodo seco de julho a dezembro, com temperaturas elevadas ao
longo do ano, médias méximas de 32°C e minimas de 22°C e pluviosidade média de

759 mm ao ano.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 18 fémeas ovinas mesticas da raca Santa Inés naturalmente
infectadas pela LC, pertencentes ao rebanho experimental do CNPC, localizado na
cidade de Sobral-CE. Os animais eram mantidos em piquete de pastagem nativa, tinham
acesso ao cocho com sal mineral e agua a vontade e foram inspecionados e selecionados
a partir da apresentacdo clinica da enfermidade, em estégio inicial de desenvolvimento.
O estagio inicial da enfermidade foi identificado através da linfadenomegalia visivel e
perceptivel atraves da inspecdo dos animais, com auséncia de alopecia na regido da
lesdo. O exame clinico completo, realizado antes do inicio do experimento, ndo acusou
nenhum outro achado patoldgico nos animais, aléem das alteracbes nos linfonodos.
Durante o exame clinico, foram avaliados freqiiéncia cardiaca, freqliéncia respiratoria,
temperatura retal, movimentos ruminais, coloracdo de mucosas e linfonodos (DIFFAY
et al., 2005). O método FAMACHA foi utilizado ao longo de todo o experimento para o
controle da parasitose gastrintestinal, que consistia na avaliagdo da mucosa ocular dos

animais quinzenalmente. Todos os animais selecionados foram testados através do IHS
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(Teste da Inibicdo da Hemolise Sinérgica) para confirmacdo do diagndstico de LC e, a
partir dai, divididos aleatoriamente em trés grupos, contendo seis animais cada um. O
primeiro grupo de animais foi tratado com tintura de iodo a 10% (T1), o segundo grupo
com hipoclorito de sédio a 2,5% (HS) e o terceiro grupo foi utilizado como controle
para a realizagdo do tratamento convencional da enfermidade, através da drenagem
cirdrgica e cauterizagdo quimica da lesdo (CT). Para o preparo da solucdo de tintura de
iodo a 10%, foram utilizados 100 g de iodo ressublimado, 60 g de iodeto de potassio, 50
mL de agua destilada e 950 mL de alcool absoluto. Quanto a solucéo de hipoclorito de
sodio a 2,5%, foi utilizado um produto comercial da marca Brilux®, a base de
hipoclorito de sodio, hidroxido de sodio, dgua e teor de cloro ativo de 2,5% p/p. No
momento que precedeu o tratamento, um volume de 1 mL de solugdo salina esteéril
(NaCl, 0,95%) foi injetado no interior do linfonodo acometido e em seguida puncionado

para confirmacgdo microbioldgica da C. pseudotuberculosis.

TRATAMENTO E ACOMPANHAMENTO CLINICO, MICROBIOLOGICO E
HEMATOLOGICO

Inicialmente foram realizadas tricotomia e antissepsia da regido dos linfonodos
acometidos, com alcool a 70% e tintura de iodo a 10%. Foi aplicado um volume de 5
mL do produto a ser testado no interior do abscesso ja formado de cada animal,
utilizando-se seringas e agulhas descartaveis, de 5 mL e 25 x 0,7 mm de diametro,
respectivamente. Apds o tratamento, os animais foram avaliados clinicamente durante
cinco meses, duas vezes por semana, para descricdo da evolucdo do caso clinico. Foi
realizado o exame clinico completo (DIFFAY et al., 2005), dando énfase a
caracterizacdo das lesbes localizadas nos linfonodos, como o aumento ou redugdo do
didmetro dos abscessos, alteragdo em sua consisténcia, sensibilidade, mobilidade,
cicatrizacdo ou ruptura. Nos casos de ruptura, foi realizada a coleta de material para
isolamento e identificacdo do microrganismo presente no local da lesédo e o ferimento
tratado com tintura de iodo a 10% e spray repelente de insetos. Quando necessario, foi
utilizada uma pomada cicatrizante e antibidtico local. O material coletado foi plaqueado
em &gar sangue e as colonias submetidas a caracterizacdo macroscopica, coloragdo pelo

método de Gram e provas da catalase, urease e fermentacdo de carboidratos, para
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identificacdo da C. pseudotuberculosis. As variagdes no volume dos abscessos foram
aferidas com o auxilio de um paquimetro digital. Para realizacdo do hemograma foram
colhidas amostras de sangue através da punc¢do da veia jugular utilizando-se o sistema
de vacutainer, em tubos de 5 mL contendo anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) sete dias ap6s o tratamento e ao final do experimento. O exame
hematoldgico, seguindo metodologia descrita por Coles (1993), consistiu na
determinacdo dos seguintes parametros: volume globular (método do
microhematdcrito), hemoglobina (método da cianometahemoglobina), contagem total
de leucdcitos (método de hemocitdmetro) e contagem diferencial de leucdcitos, os quais
foram classificados como neutrofilos segmentados, neutréfilos bastonetes, eosindéfilos,
linfécitos e mondcitos  (esfregaco  sanguineo  corado com  solugBes de
azobenzenosulfonicos a 0,1%, ciclohexadienos a 0,1% e fenotiazinas a 0,1%). Todas as
analises hematoldgicas foram desenvolvidas no Laboratério de Patologia Clinica do
CNPC.

ACOMPANHAMENTO SOROLOGICO (IHS)

O acompanhamento soroldgico dos animais foi realizado a cada 15 dias, através
do IHS, seguindo a metodologia descrita por Knight (1978). As coletas de sangue para
obtengdo do soro foram realizadas por puncdo da veia jugular, utilizando-se sistema
vacutainer, em tubos de 10 mL sem anticoagulante. As amostras de sangue foram
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e 0s soros armazenados em tubos tipo
eppendorf em freezer a -20°C.

Para realizacdo do IHS, a toxina do Rhodococcus equi foi produzida a partir da
incubacdo de 250 mL de caldo BHI (Infusdo de Cérebro e Coracdo), inoculado com
cinco col6nias do microrganismo, a 37°C durante cinco dias. Apo6s a confirmacdo de
pureza e 24 horas de descanso em geladeira, o caldo foi centrifugado a 3000 rpm, por 30
minutos e o sobrenadante filtrado, utilizando-se primeiramente filtro estéril de 0,45 pum
e posteriormente de 0,22 um. O filtrado obtido (exotoxina) foi acondicionado em
garrafa estéril a 4°C, apds adicdo de Thimerosal® na proporc¢do de 1:10000, até a sua
utilizacdo. Para sensibilizacdo das hemécias com a toxina de R. equi, foi realizada a

coleta asséptica de sangue ovino em tubo estéril contendo anticoagulante (solugéo
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estéril de citrato de sddio a 5%) e entdo procedida a centrifugacdo do mesmo a 3000
rpm por 10 minutos. O sedimento composto por glébulos vermelhos foi entdo lavado
trés vezes em solugdo salina 0,9% esteéril, e posteriormente, reconstituido o volume
original com a mesma solucdo. Ao agar base fundido e esteril, mantido a 48°C em
banho-maria, acrescentou-se 20% da toxina de R. equi e 7% das hemécias lavadas. Apds
este procedimento, realizou-se a distribui¢do do &gar em placas de petri estéreis de 90 x
15 mm, sendo que uma delas foi mantida em temperatura ambiente como controle, e as
outras acondicionadas a 4°C. A toxina da C. pseudotuberculosis foi produzida a partir
da incubacdo de 250 mL de caldo BHI+T (Infusdo de Cérebro e Coracéo incluida de
Tween 80®), inoculado com cinco col6nias do microrganismo, a 37°C por 72 horas.
Apbs a confirmacdo de pureza e 24 horas de descanso em geladeira, o caldo foi entdo
centrifugado a 3000 rpm, por 30 minutos e o sobrenadante filtrado, utilizando-se
primeiramente filtro estéril de 0,45 um e posteriormente de 0,22 um. O filtrado obtido
(exotoxina) foi acondicionado em garrafa estéril a 4°C, apds adicdo de Thimerosal® na
proporcdo de 1:10000, até a sua utilizacdo. Para a titulacdo das toxinas, foi utilizada
uma placa de diluicdo contendo 80 pocos. Foram adicionados 100 pL da toxina de C.
pseudotuberculosis no primeiro pogo e 50 pL do tampé&o salina formolizada (BFS) nos
pocos 2 a 10, promovendo as diluicdes em série. Em seguida, foram adicionados 50 pL
do BFS em todos 0s pocos. Por meio de discos estéreis embebidos em todas as diluicdes
e colocados sobre o agar sangue ovino sensibilizado com a toxina de R. equi, halos de
hemolise varidveis se formaram, ap6s 18 a 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C.
Para a leitura dos resultados, identificou-se o disco com halo de hemdlise menor ou
igual a 5 mm. As duas diluicbes anteriores indicam a diluicdo adequada para a
realizacdo do teste. Para realizacdo do IHS propriamente dito, utilizou-se a mesma placa
de diluicdo usada para a titulacdo da toxina. Foram adicionados 50 puL de BFS nos
pocos 2 a 10 e 100 pL dos soros a testar no primeiro poco. Em seguida, foram
realizadas as diluicOes seriadas, retirando-se 50 pL dos soros a testar do pogo 1,
transferindo ao poco 2, e assim sucessivamente até o Ultimo pogo. A seguir, foram
adicionados 50 pL da toxina titulada da C. pseudotuberculosis em todos 0s pogos. Apos
esta etapa, foi realizada a homogeneizacao do conteudo dos pocos e a placa mantida em
descanso por 30 minutos para permitir a aderéncia dos anticorpos presentes nos soros a
toxina da C. pseudotuberculosis. Discos de papel filtro estéreis foram colocados em
todos os pocos, embebendo-os e distribuindo-os, em seguida, nas placas de agar sangue

ovino sensibilizado com toxina de R. equi. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C
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por 18 a 24 horas. A presenca de antitoxinas nos soros testados foi evidenciada pela
inibicdo da hemolise no meio de cultura. O titulo soroldgico corresponde a maior
diluicdo que ndo apresenta hemolise, indicando existir anticorpos suficientes nesta.
Somente titulos maiores ou iguais a 1:4 foram considerados como sorologia positiva.
Todas as analises soroldgicas e microbioldgicas foram desenvolvidas no Laboratério de
Bacteriologia do CNPC.

ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
considerando trés tratamentos e seis repeticbes. Os dados obtidos foram analisados
quanto a sua normalidade pelo teste de Lilliford e submetidos a anélise de variancia
geral, utilizando-se o programa estatistico SAEG (SAEG, 2007). A comparacdo de
médias foi realizada através do teste de Dunnet, onde foi adotado um nivel de

significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolucdo do caso clinico de cada animal pertencente aos trés grupos esta
representada nas Figuras 1, 2 e 3, respectivamente, através do diametro dos linfonodos e
da ocorréncia ou nédo de ruptura dos abscessos. O dia O corresponde ao tamanho dos
linfonodos mensurados antes da realizacdo dos tratamentos. As médias destes valores,
por tratamento, foram calculadas até o momento que existiam, no minimo, trés animais

no grupo sem ruptura de linfonodo e estdo descritas na Figura 4.
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Figura 1. Evolucdo do diametro dos linfonodos dos animais do grupo tratado com
tintura de iodo a 10%, ao longo do tempo.
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Figura 2. Evolugéo do didmetro dos linfonodos dos animais do grupo tratado com
hipoclorito de sddio a 2,5%, ao longo do tempo.
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Figura 3. Evolucdo do diametro dos linfonodos dos animais do grupo controle, ao longo
do tempo.
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Figura 4. Evolucdo das médias dos diametros dos linfonodos dos animais pertencentes
aos grupos tratados com tintura de iodo a 10%, hipoclorito de sédio a 2,5% e do grupo
sob tratamento convencional, ao longo do tempo.

Para os grupos Tl e HS, considerou-se como satisfatério o tratamento que
promovesse a involucdo do abscesso ou que, apos a ruptura espontanea do nédulo, ndo
contivesse a C. pseudotuberculosis viavel na lesdo. Ja para o tratamento convencional, a
eficacia do mesmo foi determinada de acordo com a ndo ocorréncia de ruptura
espontanea inesperada do abscesso, considerando um acompanhamento a cada trés dias
dos animais infectados.

A partir da andlise da Figura 1, nota-se que houve a ruptura natural dos seis
abscessos tratados com tintura de iodo a 10%, sendo que em cinco deles, a viabilidade
da C. pseudotuberculosis foi confirmada no local da lesdo, ap6s a ruptura do linfonodo.

Um dado interessante que deve ser mencionado esta relacionado ao aspecto do material
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coletado ap6s o rompimento. Todos 0s abscessos tratados com tintura de iodo a 10%
continham em seu interior um material fibrinoso, encapsulado, de consisténcia firme e
bastante aderido a musculatura adjacente, formado ap6s a realizacdo do tratamento
(Figura 5a). Neste material, a C. pseudotuberculosis ndo foi confirmada em nenhum
animal. Entretanto, em cinco animais deste grupo, 0 material caseoso tipicamente
observado nos abscessos de animais acometidos pela LC (Figura 5b) também estava
presente na lesdo. A partir deste material, sempre havia confirmacdo de seu agente
etioldgico. Supde-se que a quantidade do produto aplicada no interior do linfonodo
destes animais tenha sido insuficiente para causar a eliminagdo do microrganismo em

toda a extensdo do abscesso.

Figura 5. a) Exsudato fibrinoso e encapsulado ausente de Corynebacterium
pseudotuberculosis viavel; b) exsudato de aspecto caseoso tipicamente observado nos
casos de Linfadenite Caseosa.

Quanto ao grupo tratado com hipoclorito de soédio a 2,5%, a ruptura espontanea
foi observada em cinco, dos seis abscessos tratados. Neste caso, a C. pseudotuberculosis
foi isolada e identificada na lesdo dos cinco animais apds o rompimento do abscesso. A
confirmacdo do microrganismo causador da LC no material contido no interior do
abscesso, ap0s sua ruptura, inviabiliza a utilizacdo deste tratamento ja que este material
representa a principal fonte de infec¢do da enfermidade para o rebanho. Quanto ao sexto
animal pertencente ao grupo HS, foi constatada a involugdo do abscesso apds o
tratamento, cujo diametro reduziu ao mesmo valor do linfonodo contra-lateral normal.
Este resultado pode ser explicado a partir da analise do didametro dos abscessos dos
animais, obtida antes da realizacdo dos tratamentos. Nota-se que o Unico animal cujo
linfonodo demonstrou regressédo de tamanho apds o tratamento apresentava o abscesso

em estagio bastante precoce de desenvolvimento em relagdo aos outros animais. Este
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aspecto deve ser levado em consideracdo para avaliar a eficicia do tratamento sugerido,
ja que a conduta preconizada para o tratamento de qualquer abscesso em estagio
avancado consiste na drenagem completa de todo o material formado (KNIGHT et al.,
1980). Sugere-se que se o tratamento tivesse sido realizado em momento anterior ao que
foi descrito, ou seja, em estdgio mais precoce de desenvolvimento dos abscessos, 0S
resultados poderiam vir a ser satisfatorios. Entretanto, caso esta hipdtese seja realmente
comprovada em estudos futuros, supde-se que a praticidade do novo tratamento esteja
comprometida, ja& que o0s abscessos em estagio extremamente inicial de
desenvolvimento dificilmente seriam detectados somente pela inspecdo periddica do
rebanho, e sim pelo acompanhamento através da palpacdo dos linfonodos externos dos
animais.

Outro dado importante que deve ser mencionado diz respeito ao periodo de
duracdo da apresentacdo clinica da enfermidade. Observa-se que aos 90 dias ap6s o
tratamento, todos os animais dos grupos Tl e HS ja ndo atuavam mais como portadores
clinicos da enfermidade (Figuras 1 e 2). Neste momento, todas as lesdes dos animais
pertencentes a estes dois grupos ja estavam cicatrizadas, diferente do que foi observado
para os animais do grupo CT, onde a resolucdo do processo inflamatério se concentrou
no periodo entre 0 84° e 140° dia do experimento (Figura 3). A informacdo descrita
acima € confirmada apds a avaliacdo da duracdo média, em dias, da fase clinica da
doenca. O grupo TI apresentou uma média de duracdo de 51,33 dias, o grupo HS de
52,5 dias e o grupo CT de 87,67 dias, ou seja, mais de um més além dos tratamentos
avaliados. Portanto, caso seja realizado algum tipo de adaptacdo ao tratamento avaliado
que faca com que ele se torne satisfatério, o encurtamento do curso da enfermidade
seria mais uma vantagem adquirida com a nova técnica. Uma menor duracdo da fase
clinica da doenca implicaria um menor gasto com méao-de-obra, ja que apos a detec¢do
das lesGes, um acompanhamento mais frequente dos animais se faz necessario para
evitar a ruptura espontanea dos abscessos e a contaminagdo ambiental.

Na Figura 6 estd representada a eficacia dos dois tratamentos avaliados em
comparagdo ao convencional atualmente preconizado para a LC. No que diz respeito ao
controle da contaminacdo ambiental pela C. pseudotuberculosis, nota-se que o

tratamento convencional foi mais eficaz que os dois grupos analisados.
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Figura 6. Eficacia (%) dos tratamentos com tintura de iodo a 10%, hipoclorito de sddio
a 2,5% e do tratamento convencional.

E importante ressaltar que o hipoclorito de sodio a 2,5% aplicado no interior do
linfonodo dos animais foi responsavel por reagdo de dor, diferente do observado para a
tintura de iodo a 10%. Além disso, foi observado edema na regido dos linfonodos dos
animais pertencentes aos dois grupos, formado logo apos a realizacdo do tratamento
(Figura 7a). Este fato pode ser explicado pela forte irritagdo provocada por estes
produtos quando utilizados em altas concentracdes e em contato com superficies vivas
como pele e mucosas (PRODUTOS..., 2003). Sugere-se, portanto, a utilizacdo prévia de
anestésicos locais, caso sejam realizados estudos futuros considerando adaptacdes deste
tratamento. Com exce¢do de um animal do grupo HS, todos os abscessos tratados
evoluiram para a ruptura. Em todos os casos, formou-se uma lesdo com exposicdo da
musculatura da regido (Figura 7b), exigindo um acompanhamento diario dos animais ao
longo de aproximadamente sete dias, até a completa cicatrizacdo da ferida. O tratamento
das lesdes ap0s a ruptura foi realizado com a aplicacdo de tintura de iodo a 10%, apds a
retirada de todo o material purulento ainda existente no local e aplicagdo de repelente
para insetos. Somente em um caso especifico foi necessaria a utilizacdo de pomada
antibidtica e cicatrizante para o tratamento do ferimento, apds ter sido detectada

infeccdo secundaria local, através do exame microbioldgico do material coletado.
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Figura 7. a) Edema acentuado na regido do linfonodo tratado e b) lesdo observada nos
animais tratados com tintura de iodo a 10% e hipoclorito de sodio a 2,5%.

Os valores médios hematolégicos obtidos no periodo inicial e final do
experimento estdo descritos na Tabela 1. A partir da analise dos dados, observa-se que
todos os indices encontram-se dentro dos limites de normalidade para a espécie ovina,
de acordo com os valores fornecidos por Jain (1993). A analise comparativa entre 0s
dois grupos testados e o grupo controle revela que ndo existe diferenca estatistica
significativa (p>0,05) para as varidveis avaliadas. Com isso, admite-se que a toxicidade
dos produtos utilizados, a reacdo de dor e o stress decorrente dos tratamentos néo
desencadearam alteracdes no eritrograma ou no leucograma dos animais. A comparagao
estatistica entre os meses inicial e final do estudo acusou diferenga significativa
(p<0,05) dentro do grupo HS para leucécitos, linfocitos e mondcitos e dentro do grupo
T1 para mondcitos. A diminuicdo de tais valores ao final do experimento pode ser
explicada pela resolucdo do processo inflamatério. E importante salientar que mesmo
que os tratamentos avaliados ndo tenham apresentado 100% de eficécia, apds a
obtencdo dos dados e das informacgdes necessarias para este estudo, todas as lesdes
foram devidamente tratadas até sua completa cicatrizacdo. Ao terceiro més de
acompanhamento, todos o0s animais dos grupos Tl e HS ja possuiam a lesdo
completamente cicatrizada e os valores aumentados de linfécitos e mondcitos
observados em momento anterior se devem, provavelmente, a linfadenopatia localizada
e a multiplicacdo de macrdfagos para remocdo de debris celulares durante o processo de
recuperacdo (BUSH, 1994; WILLARD et al., 1994).

Percebe-se, com isso, que as alteracbes no hemograma descritas neste estudo sao
decorrentes, muito provavelmente, do processo inflamatério causado pela C.
pseudotuberculosis (GAMEEL e TARTOUR, 1974). Portanto, vale ressaltar que a
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auséncia de diferenca estatistica significativa entre os grupos testados e o grupo controle
e a permanéncia de todos os valores hematoldgicos dentro da faixa de normalidade para
a espécie ovina eliminam a possibilidade de ocorréncia de danos aos animais, neste

aspecto, em decorréncia dos tratamentos avaliados.

Tabela 1. Valores médios do volume globular, hemoglobina, leucocitos e médios
absolutos de neutréfilos segmentados, bastonetes, linfocitos e mondcitos dos animais
pertencentes aos grupos tratados com tintura de iodo a 10%, hipoclorito de sédio a 2,5%
e grupo controle, nos meses inicial e final do experimento

Tratamento Valores
Més Tinturade Hipoclorito de normais para
o Controle )
lodoal1l0% Sédio a2,5% ovinos*
Volume Globular 1 24,67 25,17% 25,5
A A A 24 a 50
(%) 2 28,5 2772 28,5
Hemoglobina 1 9,6" 8,95 9,6
Aa Aa Aa 8216
(g/dL) 2 8,83 8,53 8,58
_ 1 11025 10250 8250
Leucacitos (/pL) A A A 2000 a 12000
2 7225 6891,67 7976,5"
osinGfilos (L) 1 903,17% 900,83 818,92 021000
osInoTtiios (/K4 a
2 851,08 713,67 783,75
1 633417 5160,92" 4164
Segmentados (/L) A A A 700 a 6000
2 354567 3621,75™  4030,83™
" 1 0 31,25 33,75
Bastonentes (/puL Raro
2 34,33 14,17 28,83
o 1 325692 358242  2846,33"
Linfocitos (/pL) N A ». 200029000
2 2532" 2387,33 2469,75"
y o) 1 51472 574,58 387" 04750
onacitos (/u a
2 211,75"° 154,75 2395

Letras maiUsculas iguais na mesma linha indicam que ndo existe diferenga estatistica significativa e letras
minGsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo existe diferenca estatistica significativa entre o0s
valores, pelo teste de Dunnet a 5% de significancia.

*Jain (1993).

O monitoramento soroldgico dos animais realizado através do IHS ao longo de
cinco meses apos a realizagdo dos tratamentos esta representado na Figura 8. A partir de

sua analise, & possivel perceber um pico nos valores soroldgicos dos animais
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pertencentes aos grupos Tl e HS, no primeiro més apo6s o tratamento, diferente do
observado para o grupo controle. Apds o aumento na sorologia dos dois grupos citados,
tais valores se mantiveram relativamente altos até o quarto més. A partir dai, foi
observada uma discreta queda dos valores. Além disso, observa-se que a titulacdo

soroldgica do grupo CT manteve-se constante ao longo de todo o periodo experimental.

(Log 2)

o B N W A~ OO N 00 ©
1

------ Tintura de lodo a 10%
—e— Hipoclorito de Soédio a 2,5%

Tratamento Convencional

Médias dos titulos sorolégicos pelo IHS

0 1 2 3 4 5
Tempo apos o tratamento (meses)

Figura 8. Médias dos titulos soroldgicos (Log 2) pelo IHS dos grupos tratados com
tintura de iodo a 10%, hipoclorito de sédio a 2,5% e do grupo sob tratamento
convencional, ao longo de cinco meses.

A analise estatistica comparativa entre 0s meses, dentro de cada grupo, mostrou
que os meses 1, 2, 3 e 4 sdo diferentes (p<0,05) do més 0, para os grupos Tl e HS. Ja no
grupo CT, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os meses de 1 a5 e 0 més 0
(Tabela 2), confirmando o que foi visualizado pela analise da Figura 8.

Bulgin (1998) descreve a utiliza¢do de “autovacinas”, através da aplicacdo de 10
a 25 mL de formalina (solugéo a 10%) no interior do linfonodo de animais acometidos
pela LC, com a ressalva de nédo utiliza-la em animais destinados ao consumo humano.

A reacdo inflamatdria causada pela acéo irritante da tintura de iodo a 10% e do
hipoclorito de sodio a 2,5% pode ter estimulado a migracdo celular, com maior
exposicdo de antigenos e, consequentemente, aumento da imunidade humoral. E
importante ressaltar que a atividade imunologica desencadeada contra a C.
pseudotuberculosis é complexa e envolve tanto a resposta humoral quanto a celular
(ELLIS et al., 1990). Por isso, o aumento nos titulos soroldgicos dos animais nao

implica, necessariamente, a protecdo contra re-infeccdo ou recidiva da sintomatologia
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clinica. No entanto, estudos futuros mais aprofundados com intuito de testar a hipétese
sugerida e avaliar o possivel efeito protetor de tais produtos devem ser realizados.

Tabela 2. Médias dos titulos sorologicos (Log 2) pelo IHS dos grupos tratados com
tintura de iodo a 10%, hipoclorito de sodio a 2,5% e do grupo sob tratamento
convencional, ao longo de cinco meses

Tratamento
Més Tintura de Hipoclorito de
) Controle

lodo a 10% Sodio a 2,5%
0* 4,67 5,50 5,00
1 7,83° 7,33° 5,00
2 7,33 7,33 5,332
3 7,50 8,33" 5,672
4 7,67° 7,83° 6,00
5 6,172 6,83 4,832

Letras minudsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo existe diferenca estatistica significativa entre
os valores, pelo teste de Dunnet a 5% de significancia.
*Sorologia realizada antes dos tratamentos dos animais.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a aplicacao de tintura de iodo a 10% e de hipoclorito de sédio a
2,5%, no interior do abscesso de animais acometidos pela LC, em estagio de
desenvolvimento no qual as lesbes sdo detectadas através da inspecdo, ndo é 100%
eficaz para o controle desta enfermidade.

Estudos futuros devem ser realizados com intuito de avaliar o efeito do mesmo
tratamento em animais que ainda nao possuem aumento visivel de linfonodo, mas ja

apresentam uma linfadenomegalia perceptivel a palpagéo.
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