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ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis 1s a gram-positive, facultative intracellular
pathogen that causes Caseous Lymphadenitis (CLA) in goat and sheep. CLA consists of
external and internal abscesses especially in the lymph nodes. There is not enough
information about the immune prophylaxis against the infection to reduce the illness
incidence. Thus, our laboratory group has been searching new alternative vaccines against
CLA. Through random mutagenesis using TnFuZ, we obtained a live attenuated strain, Cp13,
a promising mutant in mice vaccination trials. The aim of this study was report the evaluati-on
of vaccine potential of a recombinant strain of C. pseudotuberculosis in reduce lymph node
injuries i goat caused by CLA. Twenty-four young goats were allocated to receive 1 or 2
doses of recombination strain, inoculated by subcutaneous via and e‘;xperimental infection
were done 30 days post-immunization. Pathologically, the difference of observations into
group | and 2 revealed 1o to be significant, however 2 doses of vaccine showed reduce,

macroscopically, lesion instead of control. This pilot experiment showed a promising



potential of this recombinant strain to decrease lymph node injuries in goats. However, other
experiments have to be done in order to improve some parameters, as well as, protocols of

immunization researched against CLA.
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INTRODUCAOQO

A bactéria intracelular facultativa Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente
etioldgico da Linfadenite Caseosa (LC), enfermidade cronica que acomete caprinos € ovinos.
Esta doenga € caracterizada pela formagdo de abscessos com conteudo necrdtico caseoso em
linfonodos superficiais, viscerais e 6rgdos (DORELLA et al, 2006).

Atualmente, ndo existe uma vacina capaz de conferir protecdo contra a infec¢do por
C. pseudotuberculosis, e as disponiveis no mercado apresentam aspectos relevantes a serem
considerados quanto & possibilidade de sua utilizagdo. Além disso, nem todas conferem a
mesma eficiéncia em caprinos (WILLIAMSON, 2001).

Com o intuito de se buscar alvos vacinais, 0 nosso grupé obteve, através de
mutagenese aleatoria, a linhagem recombinante Cpl3 de C. pseudotuberculosis. O gene
interrompido pela inser¢do do transposon TnFuZ codifica uma proteina secretada ligadora do
sistema de transporte de ferro (DORELLA, 2009).

Testes de imunizagcdo empregando esta linhagem recombinante em camundongos
BALB/¢c conferiram 81% de protecdo aos animais imunizados, sendo entdo considerada
bastante promissora para ensaios futuros nos hospedeiros-alvo (DORELLA, 2009).

Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial de uma linhagem recombinante
em reduzir lesdes em linfonodos caprinos, j& que esta vem apresentando promissores
resultados de protecdo em ensaios imunoldgicos em camundongos, visando futuramente o

desenvolvimento de uma vacina contra a LC.

MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro cabritos com idade entre 2 € 3 meses, soronegativos para o ELISA
especifico foram empregados neste estudo (CARMINATI et al. 2003).0 regime de
imunizacio proposto neste ensaio piloto foi: grupo 1 (n=9) recebeu uma unica dose da vacina;
grupo 2 (n=10) duas doses de vacina e grupo controle (n=4) recebeu salina. O desatio ocorreu
30 dias apds a imunizagdo. As doses vacinais,com volume de 1 mL, continham 2x10°

UFC/mL de Cpl3. A linhagem MIC-6, utilizada no desafio, foi aplicada no mesmo volume ¢



concentragdo. Neste ensaio a vacina foi aplicada pela via subcutinea, regido pré-escapular

direita (vacina) e esquerda (desafio).

Os grupos foram acompanhados durante 4 meses apos desafio, quando foram entdo,
sacrificados para avaliagdes anatomo-patoldgica e histopatoldgica.

AvaliagGes macroscopicas e histologicas dos linfonodos parotideo, submandibular,
pré-escapular e mediastinico foram realizados. Para microscopia, os tecidos coletados foram

fixados em formol-tamponado a 10%, processados e corados pela Hematoxilina-Eosina.

RESULTADOS
O resultado das avaliagdes anatomo-patologicas e histoldgicas dos linfonodos
supertficials bilaterais € mediastino foram categorizados em escores. Os escores variaram
entre: 0 - auséncia de lesdo; 1 — linfadenite discreta; 2 linfadenite moderada: 3 linfadenite
acentuada; 4 linfadenite cronica caracterizada por extenso dano tissular, com formacio de

abscessos repletos de exsudato/ contetdo necrotico caseoso, circundados por fibroblastos e

infiltrado inflamatorio mono e polimorfonuclares, dispostos em lamelas concéntricas além de

substitui¢do do parénquima por tecido conjuntivo.

A analise dos escores observados esta representada no grafico 1.
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Grafico 1. Média dos escores observados no exame macroscopico € histopatologico em
relacdo ao tratamento vacinal.

DISCUSSAO
O presente trabalho teve como objetivo avaliar, por ensaio piloto de imunizagdo, a
capacidade de uma linhagem recombinante de C. pseudotuberculosis em reduzir o nimero e a
extensdo de lesdes em linfonodos de caprinos. Nossos resultados sugerem que a utilizagado de
2 doses mostrou-se melhor em relagdo a redugdo de lesdes que o grupo controle, segundo o

exame anatomo-patologico, porém ndo difere entre 1 ou 2 doses segunda a histopatologia.



A ordenagdo em escores das observagdes macro e microscopicas dos grupos que
receberam 1 e 2 doses mostraram que, em média, a grande maioria estava entre auséncia de
lesdo a discreta linfadenite, 95% (63/66) e 86% (55/64), respectivamente: Portanto, pudemos
observar que os regimes vacinais propostos reduzem a severidade das lesdes nos linfonodos
ateridos. Ainda, o regime vacinal onde foram aplicadas 2 doses da vacina recombinante

apresentou-se promissor, uma vez que houve redugdo significativa nas lesdes macroscopicas

em comparagdo com aquelas dos animais controle.

A severidade das lesdes observadas nos achados histologicos, apesar de ndio terem

diferenga significativa entre os tratamentos, foi maior nos animais que receberam 1 dose que o

apresentado pelos animais com 2 doses.

CONCLUSOES
De modo geral, este ensaio piloto de imunizagdo com a linhagem recombinante
mostrou um potencial promissor em reduzir lesdes em linfonodos caprinos. No entanto, um

proximo experimento precisar ser realizado para melhorar os parametros da vacina¢do, bem

como, pesquisas de protocolos de imunizacgdo contra Linfadenite Caseosa.
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