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Apresentacao

A caprinocultura e ovinocultura sao atividades desenvolvidas em
diversas regidoes do pais e do mundo, representados por animais
capazes de se adaptar a condicoes ambientais adversas, inclusive no
semiarido brasileiro.

Nesses sistemas de producao um dos fatores que requer atencao nos
rebanhos é a sanidade. Dentre as enfermidades infectocontagiosas
existentes, a Linfadenite Caseosa € uma das mais antigas, apresentan-
do carater cronico e debilitante.

Os prejuizos causados pelo tratamento de animais doentes e pelas
perdas produtivas sao subestimados pela auséncia de programas de
diagnostico e controle da enfermidade no pais.

Neste contexto, este documento tem como objetivo sistematizar as
informacgdes mais atuais disponiveis sobre o diagnostico, tratamento e
controle da linfadenite caseosa, aléem de propor recomendacdes para a
elaboracao e implantacao de um programa de controle da enfermidade.

Que essas informacoes possam ser difundidas para atingir o maior
numero de pessoas que atuam nessas cadeias, de forma a melhorar a



saude dos rebanhos tanto pela acao direta do produtor como por meio
de incentivos ao desenvolvimento de politicas publicas para o setor.

Evandro Vasconcelos Holanda Jr.

Chefe Geral Embrapa Caprinos e Ovinos
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Linfadenite Caseosa:
perspectivas no
diagnostico, tratamento
e controle

Patricia Yoshida Faccioli-Martins
Francisco Selmo Fernandes Alves
Raymundo Rizaldo Pinheiro

Introducao

A caprinocultura e a ovinocultura sao atividades desenvolvidas em
diversas regioes do Brasil, gerando renda tanto para pequenos como
grandes produtores. Segundo o IBGE, 92,8% (5166/5565) dos municipios
do pais registraram a criacao dessas espécies. A regiao Nordeste € a que
concentra o maior numero de rebanhos, e as enfermidades que atingem
esses animais acarretam prejuizos substanciais aos produtores.

Entre as enfermidades impactantes para a cadeia produtiva, podemos
destacar a Linfadenite Caseosa (LC). Ela € uma doenca infectocontagiosa
de carater crénico e debilitante, reconhecida pela formacao de absces-
sos em glanglios linfaticos superficiais, podendo atingir 6rgaos e
linfonodos internos. Apesar de seu surgimento remoto, ainda assola os
rebanhos de caprinos e ovinos ao redor do mundo.

Esta trabalho aborda os avancos e perspectivas atuais no diagndstico,
tratamento e controle da LC. Sao discutidos os estudos realizados até o
momento, os testes diagnodsticos avaliados e as medidas de prevencao
e controle adotadas pelos paises produtores de ovinos e caprinos.
Finalmente, sao propostas recomendacoes para a elaboracao e implan-
tacao de um programa de controle da enfermidade no pais.
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A Linfadenite Caseosa e sua
origem

A LC € uma doenca crdonica debilitante de ovinos e caprinos, causada
pela bactéria Gram-positiva Corynebacterium pseudotuberculosis. E
responsavel pela formacao de abcessos nos linfonodos superficiais ou
internos (frequentemente do mediastino) e 6rgaos. Dependo da locali-
zacao dos abscessos, prejudica a funcao local (mastigacao,
amamentacao, etc.). E comum a LC disseminar por varios 6rgaos. Na
forma visceral, € uma das causas da sindrome da ovelha magra,
levando a prejuizos pela diminuicao da producao (WILLIAMSON, 2001).

O micro-organismo foi isolado pela primeira vez, em 1888, de um caso
incomum de linfangite em uma vaca, pelo bacteriologista francés Edward
Nocard. Alguns anos depois, o bacteriologista bulgaro Hugo von Preisz
também identificou uma bactéria similar em um abcesso renal de uma
ovelha. A partir dai, 0 micro-organismo passou a se chamar o bacilo
“Preisz — Nocard”, e esse nome vernacular foi usado por décadas. No final
do século 19, dois bacteriologistas alemaes, Lehmann e Neumann,
descreveram a bactéria na primeira edicao de seu atlas bacteriologico
(LEHMANN; NEUMANN, 1896). Nele, o bacilo foi renomeado para Bacillus
pseudotuberculosis, que em grego significa falsa tuberculose, relacionan-
do a suposta similaridade clinica das lesoes a nodulos de tuberculose
micobacteriana (BAIRD; FONTAINE, 2007, p. 182).

Na primeira edicao de Bergey’'s Manual of Determinative Bacteriology,
publicada em 1923, o micro-organismo foi incluido no género
Corynebacterium, espécie ovis, juntamente ao patogeno humano C.
diphteriae, por apresentarem semelhancas na morfologia e composi-
cao de parede, levando a mais uma mudanc¢a de nome. Ao longo do
tempo, a bactéria foi isolada de outras espécies animais (caprinos,
equinos e seres humanos) em infecgcoes purulentas e linfangites
ulcerativas. Em vista disso, na sexta edicao de Bergey’s Manual,
publicada em 1948, a espécie foi renomeada como Corynebacterium
pseudotuberculosis, permanecendo com essa denominacao até os
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dias atuais. No entanto, em trabalhos da década de 1980, é referenciada
como C. ovis (BAIRD; FONTAINE, 2007).

Em caprinos e ovinos, a transmissao desse patdgeno ocorre em
contato animal-animal, com secrecoes de abscessos supurados e por
meio de fomites e do ambiente contaminado, penetrando no individuo
por meio de lesoes de pele (NAIRN; ROBERTSON, 1974), ferimentos na
mucosa oral (UNANIAN et al., 1985) e até mesmo por aerossois, nos
casos da linfadenite localizada nos pulmoées (CHAPLIN et al., 1999). A
partir do local de penetracao, a bactéria € levada por macrofagos aos
linfonodos locais.

A parede do micro-organismo € recoberta por acido micolico, uma
molécula que apresenta efeitos citotoxicos sobre os fagécitos (CARNE
et al., 1965 citado por BAIRD; FONTAINE, 2007, p. ), impedindo a sua
destruicao e permitindo sua sobrevivéncia como parasita intracelular
facultativo (WILLIAMSON, 2001). Além disso, a natureza toxica dessa
molécula contribui para a formacao do abscesso. Um fator de virulén-
cia do C. pseudotuberculosis a ser considerado é a fosfolipase D, que
apresenta capacidade de hidrolisar membranas de células eucariotas,
favorecendo a invasao microbiana nos tecidos do hospedeiro, e a
disseminacao para outros locais e 6rgaos (BATEY, 1986; JOLLY, 1966).

Distribuicdo  geografica

E uma doenca de distribuicdo mundial, estando relacionada a presenca
de rebanhos de pequenos ruminantes, sendo diagnosticada na Europa,
Oceania, Américas do Sul e do Norte, Asia, Africa e o Meio Leste. A
infeccao tem se estabelecido em paises como Brasil, Australia, Nova
Zelandia, Reino Unido, Canada e EUA, entre outros, causando forte
impacto econdmico na caprinocultura, e principalmente na
ovinocultura, desencadeado pela reducao na producao de la, carne e
leite, além da condenacao no frigorifico de carcacas e couro afetados
pela doenca (BAIRD; FONTAINE, 2007; DORELLA et al., 2009).
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No inicio da década de 1930, a doenca era conhecida por afetar extensi-
vamente rebanhos de paises exportadores de carne, sugerindo que
essa disseminacao ao redor do mundo tenha sido decorrente da
exportacao de ovinos pelos poderes coloniais do século 18.

Sugere-se que a exportacao de animais de origem espanhola, da raca
Merino, muito valorizada pela dupla aptidao de carne e |a, possa ter
contribuido na disseminacao da bactéria, primeiro para a Africa do Sul
e depois para Australia e Américas. Tal teoria é dificil de ser comprova-
da, mas ha evidéncias pela demonstracao de relacao genotipica entre
isolados de diferentes partes do mundo. Além disso, a auséncia de
Merino como uma raca comercial nas ilhas britanicas pode ter sido, de
alguma forma, uma protecao do pais contra a infeccao (BAIRD;
FONTAINE, 2007).

Na Australia, em torno de 28% dos rebanhos nao vacinados apresenta-
ram LC nas linhas dos abatedouros estudados. Em 1973, essa
prevaléncia chegava a 58% (PATON et al., 2003). Na Nova Zelandia, a
doenca atingia 30% dos animais adultos na década de 1980 (NUTTAL,
1988). Em um estudo realizado em rebanhos do Egito (AL-GAABARY et
al., 2009; AL-GAABARY et al., 2010), 17,32% dos caprinos e ovinos com
sinais clinicos de LC foram confirmados por exame bacterioldgico. No
abatedouro, a frequéncia foi ainda maior, com 25% dos animais
confirmados microbiologicamente (AL-GAABARY et al., 2010).

Impacto economico no Brasil

No Brasil, os rebanhos caprino e ovino atuais sao de aproximadamente
8.646.463 e 16.789.492 cabecas, respectivamente. A regiao Nordeste
representa 90,7% dessa populacao caprina e 55,6% da populacao ovina
(IBGE, 2013), superando as demais regioes brasileiras (Figura 1).

Em estudos realizados no Nordeste, em seis localidades do Estado do
Ceara, dos 656 caprinos analisados, 41,65% apresentavam abscessos
superficiais palpaveis e 11,5% abscessos nos 6rgaos internos
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Figura 1 - Efetivo dos rebanhos (cabecas), por tipo de
rebanho
Brasil e Grande Regiao - ano de referéncia 2012
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Nota: Efetivos dos rebanhos em 31/12/2012.
Fonte: adaptado de IBGE (2013).

(UNANIAN et al., 1985). Nesse mesmo Estado, Pinheiro et al. (2000)
relataram 66,9% de rebanhos caprinos com presenca de sinais clinicos
de linfadenite caseosa. Na Paraiba, 15,9% dos ovinos tinham les6es
similares a LC, sendo que em 74,5% dos abscessos isolou-se C.
pseudotuberculosis (SOUZA et al., 2011).

Considerando uma propriedade de porte médio (ao redor de 114
animais), com 15% dos animais com abscessos externos com tama-
nho aproximado de uma laranja, com uma média de 1,2 abscessos por
animal, o custo atualizado com o tratamento é ao redor de R$ 10,06
por abscesso (Tabela 1). Para essa propriedade, o custo anual do
tratamento impactaria com aproximadamente de R$ 205,20, sem
contar os prejuizos causados pelas perdas produtivas (reducao do
peso, problemas reprodutivos, reducao no valor do couro) e no descar-
te de carcacas pela enfermidade e suas lesdes, com grande impacto
econOmico e social dessa enfermidade para a pecuaria regional.
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Tabela 1. Custo aproximado* do tratamento de um abscesso externo.

Produto Preco Unitario Quant. Utilizada Custo
por

abscesso

(por 5 dias)
Detergente liquido (500 ml) R$ 1,00 50 mL R$ 0,10
Lamina de barbear (caixa) R$ 4,40 1 unidade R$ 0,88
Tintura de iodo 10% (1 L) R$ 60,00 75 mL R$ 4,50
Gaze (pacote) R$ 2,00 1,6 pacote R$ 3,00
Alcool etilico 70% (1 L) R$ 5,00 50 mL R$ 0,25
Mata bicheira (500 ml) R$ 4,00 50 mL R$ 1,33
Total R$ 10,06

* Levantamento de preco de mercado em abril/2014.

Adicionalmente, levando em conta um levantamento realizado em 130
propriedades no Estado do Ceara, em que 67% dos criatorios caprinos
relataram problemas com a LC, e extrapolando essa porcentagem
sobre o rebanho caprino nordestino, tem-se um total de 5.253.720
animais provenientes de rebanhos nordestinos com problema. Esti-
mando-se que 15% estejam com abscessos, havera média de 788.058
custando a cadeia produtiva de caprinos aproximadamente 7,9 milhoes
de reais. Quanto a populacao ovina nordestina, esta € 16% superior a
populacao caprina, e visto que a presenca da enfermidade é semelhan-
te, pode-se extrapolar como custo de tratamento de abscessos em
ovinos aproximadamente 9,1 milhoes de reais para a regiao Nordeste.

No Rio Grande do Sul, apesar de a prevaléncia de LC nas carcacas ser
de apenas 0,037% e a condenacao total ser de 0,009% no periodo de
2004 a 2009, o prejuizo calculado no periodo foi de aproximadamente
R$ 12.975,27 (MACHADO et al., 2011).

No Estado do Rio de Janeiro, a prevaléncia da enfermidade variou
entre 3,6% e 100% dos rebanhos (LANGENEGGER et al., 1991).

Em trabalhos recentes no Estado de Minas Gerais, a prevaléncia
estimada de infeccao nas ovelhas variou de 70,9 a 78,9% e a
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prevaléncia de rebanhos infectados de 95,9 a 98% (GUIMARAES et al.,
2009; SEYFFERT et al., 2010).

A dificuldade no controle dessa enfermidade se justifica por C.
pseudotuberculosis permanecer no hospedeiro cronicamente, evadin-
do-se eficientemente do sistema imune, e raramente causando morte
do animal. Além disso, é capaz de permanecer no meio ambiente por
longos periodos, podendo se disseminar silenciosamente nos reba-
nhos. Esses fatores contribuem para que as medidas de controle
adotadas sejam incipientes. Nos rebanhos infectados, as medidas,
como drenagem dos abscessos e vacinacao, contribuem apenas para
reduzir os niveis da infeccao, e nao para a sua erradicacao (BAIRD;
FONTAINE, 2007).

Potencial zoonotico

C. pseudotuberculosis é considerada uma zoonose emergente, relacio-
nada principalmente a pessoas que tém contato com animais
infectados e a produtos lacteos contaminados. No periodo de 1966 a
2008 foram relatados aproximadamente 30 casos humanos, nos quais
a enfermidade se apresenta como linfadenopatia supurativa cronica.
Além disso, essa espécie € capaz de receber um gene adicional,
relacionado a toxina de difteria, provindo de outras corinebactérias,
sendo um importante fator de viruléncia investigado e notificado as
agéncias de controle da Europa - entre elas a OMS (BASTOS et al.,
2012). Um caso de endocardite por C. pseudotuberculosis produtor da
toxina de difteria foi relatado em um usuario de drogas injetaveis
ilicitas (WAGNER et al., 2010).

Testes diagndsticos

Muitos testes foram desenvolvidos buscando um diagnostico confiavel
para a LC ao longo de décadas. Ainda assim, ha pouquissimos testes
comerciais disponiveis no mundo, nao se sabendo a verdadeira
prevaléncia da doenca nos rebanhos (BINNS et al., 2007).
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A maioria deles foi elaborada para detectar a resposta imune a
exotoxina, outros foram extrapolados de testes ja existentes para
outras enfermidades bacterianas similares.

No Brasil, além da disponibilizacao dos testes, € necessaria a amplia-
cao darede de laboratérios credenciados, que havendo a demanda de
diagnosticos dessa enfermidade pelos 6rgaos competentes, gera
interesse na estruturacao dos laboratorios e técnicos para a oferta
desses testes.

A seguir sao apresentados os principais testes diagnosticos ja desen-
volvidos até o momento. Neste documento eles estao classificados em
dois grupos: testes diretos e indiretos. O teste direto permite a identifi-
cacao do agente etiologico da enfermidade, C. pseudotuberculosis, ou
de seus componentes celulares e secretados (material genético,
toxinas). Ja o teste indireto permite a deteccao dos anticorpos produzi-
dos pelo animal frente a infeccao pelo micro-organismo, indicando
indiretamente a presenca do patogeno.

Direto

Isolamento e identificacao

E o método confirmatério tradicional e padrao-ouro na diferenciacédo
de abscessos causados por C. pseudotuberculosis de outros agentes
como Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Actinomyces
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, entre outros (AL-HARBI, 2011;
BAIRD; FONTAINE, 2007). Consiste do cultivo da amostra clinica — pus
coletado por aspiracao, drenagem ou suabe —em meio enriquecido,
como agar sangue, e incubado a 37°C por 72 horas. Colbnias secas e
quebradicas de coloracao branca a amarelada comecarao a ser
visualizadas entre 24 e 48 horas, com a presenca de hemolise (QUINN
et al., 1994).

Esfregacos do crescimento em lamina podem ser corados por Gram
com a observacao de cocobacilos Gram-positivos em arranjos de
“letras chinesas”, ou por Giemsa com a visualizacao adicional das
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células do hospedeiro presentes no material. Normalmente esse
isolamento é realizado de material fresco, entretanto, Sutherland et al.
(1987) determinaram a viabilidade de utilizar pus armazenado por 14
dias a -20°C em comparacao ao pus fresco, demonstrando que o
congelamento nao destroi o micro-organismo e mantém o material
infectante.

Deteccao e quantificacao da fosfolipase D

A partir da bactéria isolada, é possivel determinar a presenca e quanti-
dade da exotoxina (fosfolipase D) produzida por duas técnicas. A
primeira € através da titulacao de hemolise da fosfolipase, realizada a
partir do sobrenadante, diluido em tubos de vidro com tampao fosfato
citrato salina pH 5,5, adicionado de suspensao em salina de hemacia
de ovelha a 5%. A leitura é realizada apds 24h de incubacao a 37°C. O
titulo considerado é a diluicado mais alta em que houve hemalise
completa. A segunda técnica € por meio de injecao intradermal em
coelho de diluicoes seriadas do sobrenadante e observacao apos 48h.
A reacao observada é a formacao de placa dermal palpavel com um
centro inflamado escurecido, recoberto por um fino exsudato branco
(BURRELL et al. 1980b).

A presenca da exotoxina de C. pseudotuberculosis também pode ser
detectada pela hemolise sinérgica (HS), observada em hemacias
previamente tratadas com sobrenadante de cultura de Rhodococcus
equi (antigo Corynebacterium equi). Um amplo halo de hemolise é
formado pela interacao da fosfolipase D de C. pseudotuberculosis com
a fosfolipase C de R. equi (FRASER, 1961; KNIGHT, 1978).

PCR

Com o advento e disseminacao das técnicas biomoleculares, a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) tem se tornado uma ferramenta acessi-
vel a diversos laboratorios de rotina e pesquisa. Alguns autores tém
desenvolvido primers especificos para C. pseudotuberculosis que
podem ser utilizados na confirmacao da espécie por PCR (CETINKAYA
et al., 2002; KUMAR et al., 2013; PACHECO et al., 2007; TORRES et al.,
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2013). No estudo deTorres et al. (2013) foi feita a padronizacao de PCR
multiplex para identificacao e determinacao da toxigenicidade de C.
pseudotuberculosis e outras espécies do género. Pacheco et al. (2007)
padronizaram a multiplex PCR para identificacao rapida de C.
pseudotuberculosis em amostras clinicas com no minimo 102 unida-
des formadoras de col6nias por mililitro.

Indireto

Varios testes sorologicos tém sido desenvolvidos ao longo dos anos,
alguns sao aprimoramentos dos ja existentes, outros sao baseados em
novos conhecimentos. Neste item serao citados os mais utilizados e
no Anexo | serao dados maiores detalhes de cada metodologia.

Os primeiros testes indiretos a serem utilizados foram os testes
alérgicos ou de hipersensibilidade, realizados individualmente para
determinacao de animais infectados, porém com especificidade ainda
limitada. Na sequéncia, testes soroldgicos foram desenvolvidos, que
tém apresentado a cada estudo uma melhora de sensibilidade e
especificidade, e que possibilitam um maior numero de animais
avaliados e em menor tempo. Entre esses testes avaliados, destaca-se
o ELISA (enzyme enzyme linked immuno sorbent assay) que apresenta
sensibilidade e especificidade adequadas, mas variantes de acordo
com o tipo de antigeno e combinacao de conjugados. Os poucos kits
comerciais disponiveis para diagnostico da linfadenite caseosa sao
baseados em ELISA.

Outras variacoes de testes e associacoes entre testes diretos e indiretos
podem ser observadas no Anexo |.

Insumos

Até aqui, demonstramos a importancia da LC nos rebanhos caprinos e
ovinos de todo o mundo, e levantamos as metodologias desenvolvidas
até o momento para o diagnodstico desa enfermidade. Para que esse
conhecimento enfim chegue ao produtor, e permita o controle e a
prevencao da LC, é preciso que um longo caminho seja percorrido.
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Nesse trajeto, € fundamental a estruturacao de instituicdes, publicas ou
privadas, que sejam capazes de suprir a demanda de insumos e de
diagnodstico necessarios para esse controle em nivel nacional e que
acompanhem a demanda das propriedades. Essa demanda sera
presente se politicas publicas e o mercado apresentarem um retorno
positivo, ou seja, incentivarem o produtor a implementar um progra-
ma de controle, com custo acessivel, e gerando renda direta ou indire-
ta pela maior produtividade dos animais.

Para a producao dos antigenos de kits e vacinas, as cepas bacterianas
de referéncia poderao ser obtidas das bacteriotecas dos centros de
estudos em LC (nas Universidades, como na Universidade Federal da
Bahia e na Universidade Federal de Minas Gerais, em Institutos, como
por exemplo, o Instituto de Biologia Molecular do Parana). A partir
desses isolados, a toxina bruta € passivel de ser produzida, sendo
utilizada nos testes parcial ou totalmente purificada. Ja existem labora-
torios de pesquisa que seriam capazes de produzir a fosfolipase D
purificada e em larga escala por meio de clonagem do gene p/d (DE
ROSE et al., 2002; HODGSON et al., 1990).

As bacterinas poderiam ser produzidas facilmente, com padronizacao
do protocolo e controle de qualidade para uniformizacao dos lotes. O
controle deve ser feito para os testes sorologicos, determinando-se os
laboratorios de referéncia que atestem periodicamente os resultados
emitidos pelos laboratorios credenciados.

Bibliotecas gendmicas e kits comerciais podem ser desenvolvidos em
parceria com empresas publicas e privadas. Até o momento nao
existem no Brasil testes comerciais para linfadenite caseosa.

Quanto as vacinas, no Brasil existem trés produtos licenciados pela
industria para uso em ovinos e caprinos, discutidos a seguir, que
garantem protecao vacinal significativa, mas nao tém sido usadas
amplamente nos rebanhos. Mais estudos sao necessarios para verifi-
car a eficacia a campo dessas vacinas em longo prazo, calculando os
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beneficios monetarios da vacinacao, além da busca pelo desenvolvi-
mento de imunogenos mais eficientes e com resposta duradoura.

Os insumos necessarios para a implementacao de um Programa Nacional
de Sanidade de Caprinos e Ovinos sao possiveis de serem obtidos, mas sera
necessario o esfor¢co conjunto e de parcerias no sentido de disponibiliza-los
com qualidade e quantidade exigidas para um alcance nacional.

Vacinas

O desenvolvimento de vacinas para o controle de enfermidades € um
grande desafio. A resposta imune a uma vacina na populacao € influen-
ciada por muitos fatores: o tipo de vacina utilizada, a dose, o numero e
intervalo de vacinacoes, as peculiaridades do antigeno, a bagagem
genética do individuo e a rota de imunizacao (De Rose et al., 2002)

A primeira vacina contra a LC foi testada nos anos 60, preparada a
partir de uma cultura formalizada de C. pseudotuberculosis em
adjuvante de aluminio (EGGLETON et al., 1991). Apresentou reducao de
apenas 60% da infeccao, contra 83% de imunoprotecao da vacina viva
atenuada produzida da cepa 1002 (RIBEIRO et al., 1991). A partir dela, a
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA) lancou sua
vacina atenuada em 2000.

Diversas composicoes de vacinas tém sido testadas, desde vacina viva
atenuada (RIBEIRO et al., 1991; SIMMONS et al., 1997), vacina inativada
(CAMERON et al., 1969; FONTAINE et al., 2006), toxoide (ALVES; OLANDER,
1998), associacoes entre bacterinas e toxoide até vacinas de DNA (CHAPLIN
etal., 1999; DE ROSE et al., 2002) e peptideos (COELHO et al., 2009).

Com a vacina de toxoide, Alves e Olander (1998) imunizaram caprinos
da raca Parda Alpina provenientes de rebanho da Universidade da
Califérnia, e conseguiram reduzir a multiplicacao e propagacao do
micro-organismo do local da infeccao para outras partes do corpo do
animal, reduzindo a extensao da doenca. Além disso, 3/10 (30%) dos
animais vacinados e 1/5 (20%) dos animais controle nao apresentaram
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abscessos, sugerindo uma tendéncia de protecao contra a infeccao.

Em continuidade aos testes de eficacia de vacinas baseadas em
toxoides, bacterinas e cepas atenuadas, foram testadas vacinas de
DNA. Esse tipo vacinal introduz, por meio de um plasmideo, acido
nucleico (DNA) codificante para um antigeno especifico dentro de uma
célula viva do hospedeiro, resultando na ativacao contra o imunogeno
entregue pelo gene. Ele é bem mais vantajoso quando comparado aos
efeitos indesejaveis da introducao de patogenos ou proteinas
recombinantes, destacando-se como pontos positivos: a auséncia de
risco de infeccao; a inducao de resposta imune de longa-duracao; o
estimulo a imunidade mediada celular e humoral; a facilidade do uso
de vacinas polivalentes; boa estabilidade a altas e baixas temperaturas,
resposta de célulasT citoliticas aumentada; facil preparacao e purifica-
cao, e baixo custo (OLIVEIRA et al., 1999).

Chaplin et al. (1999) testaram uma vacina de DNA em ovelhas com o
gene da fosfolipase D recombinante (inativa), apresentando o antigeno
como alvo da proteina CTLA-4, e obtiveram um aumento na eficiéncia
da vacina, com maior protecao e longevidade da resposta imune.
Nessa mesma linha de estudo, De Rose et al. (2002) avaliaram a
eficacia dessa vacina por diferentes rotas de imunizacao, obtendo
melhor resposta por administracao intramuscular.

Coelho et al. (2009) avaliaram a imunogenicidade de duas proteinas
(Hsp65 e Hsp60) de C. pseudotuberculosis pela vacinagcao de proteina
purificada e DNA em camundongos. Tanto as vacinas de proteina
quanto de DNA falharam na protecao dos animais, levando-os a morte,
apos o desafio com cepa virulenta, provavelmente por uma resposta
imune ineficiente e nado protetora contra a infeccao.

Na tabela 2, estao apresentadas as vacinas comerciais disponiveis
contra a linfadenite caseosa.
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Tabela 2. Vacinas contra a Linfadenite Caseosa disponiveis no mercado nacional e internacional.

Nome comercial Componentes Uso licenciado Pais Fabricante Validade Revacinagao
Glanvac 3° Toxoide de CP associado Caprinos Africa do Sul Zoetis - Anual
a toxoides de dois e ovinos
clostrideos
Glanvac® 6 Toxoide de CP associado Ovinos Nova Zelandia Zoetis - Anual

a toxoides e bacterinas
de cinco clostrideos

Glanvac® 3 B12 Toxoide de CP Ovinos Australia Zoetis - Anual
associado a toxoide
de dois clostrideos
e vitamina B12

Glanvac®3 Vaccine Toxoide de CP Caprinos Australia Zoetis - Anual
(for goats) associado a toxoides e ovinos
de dois clostrideos

Glanvac® 3S B12 Toxo6ide de CP Ovinos Australia Zoetis - Anual
associado a toxoides
de dois clostrideos,
selénio e vitamina
B12
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Nome Comercial Componetes Uso licenciado Pais Fabricante Validade Ravacinagao
Glanvac® 6 Toxoide de CP Caprinos Australia Zoetis Anual
(for goats) associado a toxoéides e ovinos

e bacterinas de
cinco clostrideos

Glanvac® 6S Toxoide de CP Ovinos Australia Zoetis Anual

associado a toxoides
e bacterinas de
cinco clostrideos
e selénio
Glanvac® 6 B12 Toxoide de CP Ovinos Australia Zoetis Anual
associado a toxoides
e bacterinas de
cinco clostrideos
e vitamina B12
Case-Bac® Bacterina e toxoide Ovinos EUA, Canada Colorado Anual
de CP Serum
Company
Caseus D-T® Bacterina e toxoide Ovinos EUA, Canada Colorado Anual
de CP associado a Serum
toxoides de dois Company

clostrideos
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Nome Comercial Componetes Uso licenciado
Glanvac® 6 Toxo6ide de CP Caprinos e
associado a toxoide Ovinos
e bacterinas de
cinco clostrideos
LinfoVac® Bactérias vivas atenuadas  Caprinos
e Ovinos
Vacina 1002® Bactérias vivas atenuadas  Caprinos
e Ovinos

Pais

Brasil

Brasil

Brasil

Fabricante Validade Ravacinacgao

Zoetis -

Laboratorio 12 meses
Vencofarma

do Brasil

Labovet 3 meses

Produtos
Veterinarios

Anual

Anual

Anual

CP = Corynebacterium pseudotuberculosis
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Tratamentos

Um abscesso contém aproximadamente 5x107 células viaveis de C.
pseudotuberculosis por grama de material infeccioso purulento
(AUGUSTINE et al., 1982). Deve-se, portanto, impedir que os animais
tenham acesso a esse conteudo, seja diretamente pelo contato com
outros animais, ou ainda, por meio de fomites. Esse micro-organismo é
muito resistente as adversidades ambientais, nas fezes permanece
viavel por 10 dias a 37°C, em palha por 19 dias, em feno por nove dias,
em madeira 19 dias (AUGUSTINE; RENSHAW, 1982) Salienta-se, portanto,
a importancia do tratamento do animal e descarte correto do material
contaminado para diminuir a disseminacao da doenca no rebanho.

Os abscessos superficiais muito desenvolvidos devem ser drenados,
evitando-se a sua ruptura dos no ambiente. Recomenda-se inspecao
frequente dos rebanhos, identificando por palpacao os linfonodos
alterados e procedendo-se a separacao dos animais com lesao para
uma area de isolamento.

O processo de drenagem e antissepsia do abcesso deve ser seguido de
rigorosa desinfeccao do local onde foi realizado, recolhendo-se todo o
material contaminado, destruindo-o completamente com fogo e
enterrando-o. A ferida deve ser limpa periodicamente com solucao
iodada a 10% ou solucao aquosa de clorexidina. O animal deve perma-
necer isolado até a completa cicatrizacao do corte. Além disso, os
utensilios da area onde os animais foram isolados como cochos,
bebedouros, cordas, entre outros, nao devem ser compartilhados com
os animais sadios. Evitar a introducao de animais sadios na area
utilizada para tratamento dos abcessos, a menos que seja desinfetada
previamente. E recomendado que animais que apresentam reincidivas
sejam sacrificados e suas carcacas incineradas' (WINDSOR, 2011).

Pode ser tentada a retirada cirurgica e completa do linfonodo afetado,
mas muitas vezes ha ruptura durante o procedimento, ou o tamanho e

'As imagens contendo os procedimentos e técnicas, encontram-se no anexo 2 deste documento.
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aderéncia do abscesso dificultam a retirada, além da necessidade de
anestesiar o animal (NOZAKI et al., 2000). Esse procedimento é indica-
do para animais de alto valor zootécnico (DAVIS, 1990).

A aplicacao de formol a 10% no interior de abcessos com o objetivo de
destruir C. pseudotuberculosis deve ser evitada. Essa medida tem acao
apenas local, nao sendo considerada com medida terapéutica, por nao
evitar a sua ruptura (como tem sido divulgado), causar dor local
intensa no animal, além do custo/beneficio ser baixo, havendo ainda
risco de efeito cumulativo de residuos quimicos na carne e leite dos
animais destinados ao consumo humano, sendo uma substancia
sabidamente carcinogénica e com potencial mutagénico e teratogénico
para os seres humanos (ALVES; PINHEIRO, 2003).

Na busca de antissépticos alternativos, foram realizados testes para
avaliar o efeito in vitro de tintura de iodo a 10%, hipoclorito a 2,5%,
permanganato de potassio a 5%, sabonete liquido antisséptico
Aseptol® (a base de timol e resorcinol) e alcool etilico absoluto (99,8%)
sobre o micro-organismo por disco-difusao. O produto com maior
poder bactericida contra C. pseudotuberculosis foi a tintura de iodo a
10%, seguida pelo hipoclorito a 2,5% e o permanganato de potassio a
5% (SANTIAGO et al., 2010). Com esses resultados, os mesmos autores
testaram in vivo a aplicacao no interior do linfonodo de tintura de iodo
a 10% e hipoclorito de sddio a 2,5%. Infelizmente, esses tratamentos
foram ineficazes no estagio inicial de desenvolvimento do abscesso
avaliado (com aumento de volume e sem a presenca de alopecia
local), causando a sua posterior ruptura (SANTIAGO et al., 2013).

Quanto ao uso de antimicrobianos no tratamento de abscessos, a
escolha deve ser racional. Apesar do micro-organismo in vitro ser
sensivel a varios antimicrobianos, os resultados nem sempre sao
satisfatorios na pratica pelas caracteristicas do abcesso - encapsulado
e repleto de material caseoso -, e do micro-organismo - parasita
intracelular facultativo, sobrevivendo a fagocitose, se disseminando
para locais secundarios (WILLIAMSON, 2001). Ha influéncia também
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das classes de antimicrobianos, que possuem diferentes estruturas
moleculares, favorecendo ou nao sua absorcao nos fagocitos em
niveis bactericidas. Macrolideos, aminoglicosideos, gliocopeptideos e
oxazolidinonas apresentam uma localizacao celular predominante em
lisossomos (CARRYN et al., 2003).

Alguns estudos avaliaram o tratamento antimicrobiano na forma
parenteral, apos a excisao cirurgica e limpeza do abscesso, pelo
periodo de 4 a 6 semanas, buscando-se reduzir a chance de reincidiva.
Oxitetraciclina e rifamicina apresentaram certa eficacia, porém os
autores nao recomendam esse tratamento em animais reincidivantes e
reforcam a necessidade de descarte (BAIRD, 2006; SENTURK; TEMIZEL,
2006). Outros autores indicam o uso de penicilina no dia da tosquia
associada a desinfeccao das feridas e dos instrumentos de tosquia,
buscando reduzir casos novos da doenca no rebanho durante esse
manejo (AL-GAABARY et al., 2009).

Avanco do conhecimento

Para o desenvolvimento de métodos adequados de controle da doenca,
tem sido necessario um maior conhecimento dos antigenos especifi-
cos de C. pseudotuberculosis responsaveis pela resposta imune do
hospedeiro, tanto pela infeccao natural como no pés-vacinal. As
ferramentas exigidas para a obtencao e analise dessas informacoes
vém sendo desenvolvidas e aprimoradas, visto que o volume de dados
gerado é cada vez maior.

O sequenciamento completo do genoma de diversas espécies
bacterianas e em um curto espaco de tempo tem sido um grande
avanco, inclusive para C. pseudotuberculosis. Um exemplo disso € o
trabalho de Costa et al. (2011), que a partir do genoma dos isolados
sequenciados, elaboraram uma biblioteca randémica de Phage display
para a identificacao e caracterizacao de peptideos bioativos com
possivel elaboracao de kits diagndsticos e vacinas para o controle da
enfermidade. Infelizmente, os primeiros peptideos testados nao confe-
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riram imunidade aos camundongos contra a infeccao pela linhagem
selvagem. Para Almeida (2011) e Ruiz et al. (2011) existem também
outros pontos a serem aprimorados, tais como, via de aplicacao da
vacina, adjuvantes, dosagens diferentes, outros peptideos.

Outra ferramenta interessante que tem sido utilizada no desenvolvi-
mento de drogas e vacinas, com base no genoma dos micro-organis-
mos, € a analise gendmica comparativa (ALl et al., 2013).

Em um estudo de Barh et al. (2011), os genomas de quatro isolados de C.
pseudotuberculosis foram sequenciados e avaliados para elucidar a
patologia molecular desse patdgeno, além de uma analise comparativa
de outros oito genomas do grupo Corynebacterium, Mycobacterium e
Nocardia (CMN), inclusive de origem humana. Alguns alvos conserva-
dos foram comuns a todos os patdégenos testados do grupo CMN,
independentemente do hospedeiro de origem do isolado. O alvo deter-
minado como principal foi o caminho da biossintese de peptidoglicano,
seguido pelo sistema de transporte-ABC. Compostos de chumbo foram
identificados como candidatos a validacao experimental.

Além dos pontos estudados em relacao ao micro-organismo, trabalhos
também podem ser direcionados com o objetivo de melhorar o acesso
dos antimicrobianos nos abscessos. Isso pode ser feito, por exemplo, por
meio do desenvolvimento de melhores métodos de entrega da molécula,
como as nanoparticulas. Estudos promissores com nanotecnologia estao
sendo desenvolvidos em humanos para o tratamento antimicrobiano em
locais de dificil acesso, como abscessos hepaticos (LAHIANI-SKIBA et al.,
2006), e tratamento de feridas, com liberacao controlada do medicamento
(BOATENG et al., 2013). Essas ferramentas tém potencial para serem
extrapoladas para o uso veterinario.

Programas de controle

Os programas de controle da LC baseiam-se em praticas de manejo
associadas, com o objetivo de evitar a disseminacao da bactéria no



Linfadenite Caseosa... 29

meio ambiente e nos rebanhos. Em paises onde a vacinacao nao esta
disponivel como, por exemplo, no Reino Unido, o controle da doenca
é baseado na identificacao dos animais infectados, visando prevenir o
contato deles com os animais sadios. Isso normalmente é realizado
pelo teste soroldgico seguido do sacrificio dos animais positivos
(WINDSOR, 2011).

Com o objetivo de melhorar a eficiéncia dos programas de controle
para LC, a elaboracao de manual para consulta dos produtores é
recomendado, sendo nele abordadas as praticas de manejo, técnica de
drenagem do abcesso e critérios para realizacao de descarte de ani-
mais que apresentam sinais clinicos da doenca.

O primeiro passo em um programa de controle € a identificacao dos
animais com sinais clinicos evidentes da doenca, tais como, absces-
sos nos linfonodos superficiais e emagrecimento, separando-se esses
animais dos que nao apresentam lesoes aparentes. Nos animais sem
sinais clinicos evidentes, recomenda-se a realizacao de testes
sorologicos ou testes alérgicos.

Na inexisténcia de testes que sejam altamente sensiveis e especificos,
a realizacao de duas provas diagnosticas pode ser recomendada.
Utilizando-se na triagem uma técnica sensivel capaz de detectar todos
0s animais positivos e falso-positivos. E a partir dos resultados obti-
dos, deve-se utilizar teste mais especifico, reduzindo, assim, o numero
de animais descartados por inespecificidade do teste de triagem.

Além disso, existem testes soroldgicos que nao sao capazes de dife-
renciar titulos vacinais e de infeccao. Assim, propriedades que adotam
como pratica a vacinacao de seus rebanhos, precisam ser monitoradas
com maior rigor, visto que um programa vacinal inadequado se
equivale a auséncia de vacinacao, como sera demonstrado a seguir. E
sem a diferenciacao dos animais, nao é possivel distinguir animais
imunizados pela vacinacao dos infectados. S6 sera possivel, a princi-
pio, acompanhar a incidéncia de casos clinicos.
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Por mais de 70 anos os pesquisadores da Africa do Sul e Australia tém
explorado o uso das vacinas no controle da LC. Vacinas com diversos
antigenos tém sido desenvolvidas, mas uma resposta efetiva e dura-
doura ainda nao foi atingida. Mesmo assim, estudos demonstram que
a vacinacao adequada reduz a prevaléncia da doenca nos rebanhos,
devido a menor carga de patogeno no ambiente proveniente dos
abscessos rompidos. Um esquema de vacinacao que demonstrou
bons resultados na Australia foi a realizacao de duas doses de vacina
na fase de cordeiro e revacinagoes anuais como reforco (PATON et al.,
2003). A prevaléncia média em rebanhos nao vacinados ou vacinados
de forma irregular foi ao redor de 30%, e no rebanho com esquema
completo 3% (WINDSOR, 2011).

No estudo de Paton et al. (2003) foram avaliados os motivos pelos
quais alguns produtores australianos de diferentes estados nao aderi-
ram a programas de vacinacao contra a LC (Tabela 3), e a prevaléncia
meédia de LC em rebanhos sem o uso de vacinacao, rebanhos com
programas de controle de vacinacao recomendados e rebanhos com
programas de controle nao recomendados (Tabela 3).

Tabela 3. Razoes para nao utilizar vacina no controle da Linfadenite Caseosa
em trés diferentes estados australianos.

Percentual de protures nos
diferentes Estados (%)

Razdes NSW VIC WA Geral
Nunca vi LCA neste grupo de ovelhas 17 22 9 17
Vi LCA, mas nao acredito 14 1 12 13
gue cause perda significativa

Custo extra na vacinacao 8 16 0 9
com componente para LCA

Ja uso uma vacina 5-1 para gado 6 2 3 5

A prevaléncia de LCA ¢ 2 0 0 1

sabidamente baixa de acordo com os
dados do abatedouro

NSW: New South Wales; VIC: Victoria; WA: Western Australia
Fonte: Adaptado de Paton et al. (2003).
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As principais razoes apontadas pelos australianos para nao usarem
uma vacina no controle da LC foram: auséncia da doenca no rebanho e
0 pouco prejuizo causado por ela, nao justificando o custo gerado pela
vacinacao. Esse tipo de avaliacao € passivel de ser realizada nos
rebanhos brasileiros, por meio de questionarios, visando determinar a
percepcao do produtor sobre a presenca da doenca e o prejuizo causa-
do em seus animais. A partir das informacodes obtidas, sera possivel
desenvolver estratégias para uma maior participacao e constancia dos
produtores nos programas de controle e vacinacao.

Na tabela 4, € possivel observar o efeito da vacinacao recomendada na
prevaléncia média de LC nos rebanhos.
Tabela 4. Prevaléncia média de LC em rebanhos sem uso de programas de

vacinacao, com programas de vacinacao nao recomendados e com programas
de vacinacao nao recomendados.

Prevaléncia média de LC (%)

Estado N°de Nos rebanhos Nosrebanhos  Rebanhos Rebanhos
rebanhos em geral sem com com
programas programas programas
de vacinagcao de vacinagcao de
para LC para LC  vacinacao
nao para
recomen- LC
dados recomen-
dados
WA 34 20 24 22 1
NSW 144 29 32 31 4
VIC 45 23 22 23 5
Geral - 26 29 28 3

WA - Western Australia, NSW - New South Wales; VIC -Victoria.
Fonte: Adaptado de Paton et al. (2003).
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Nesse mesmo estudo, também foi avaliada a prevaléncia media de LC
em rebanhos nos quais diferentes programas de controle vacinal
foram utilizados (Tabela b).

Tabela 5. Prevaléncia média de LC em ovelhas submetidas a diferentes
programas de vacinacao para a doenca.

Programa de vacinagao Prevaléncia meédia
de LC (%)
Ovelhas nao recebem qualquer vacinacgao para LC 29
Ovelhas recebem uma dose quando cordeiros sem revacinacoes 31
Ovelhas recebem duas doses quando cordeiros sem revacinacoes 22
Ovelhas recebem uma dose quando cordeiros com revacinacoes 33
Ovelhas recebem duas doses quando cordeiros com revacinacoes 3

Fonte: Adaptado de Paton et al. (2003).

Observa-se neste estudo, que o sucesso da vacinacao recomendada na
Australia é a aplicacao de duas doses no cordeiro e a associacao com
revacinacoes anuais, que garantem a expressiva queda de 29% para 3%.

Sabe-se que as vacinas desenvolvidas até o momento ainda nao
conferem uma imunidade satisfatoria, no entanto este estudo demons-
trou que a vacinacao australiana, baseada principalmente em vacina de
toxoide, € capaz de reduzir drasticamente a prevaléncia da doenca.

Em rebanhos com indice de infeccao elevado, uma das medidas de
controle que podem ser indicadas é o tratamento ou sacrificio. O
descarte por sacrificio do animal constitui-se em uma medida de
controle que podera minimizar os indices de ocorréncia da doenca,
por meio da substituicao gradativa de animais problemas por animais
sadios. Entretanto, no Brasil nao existem incentivos para reduzir os
prejuizos causados ao produtor decorrentes dessa pratica. Esse tipo de
acao associada as outras medidas de controle pode ter um efeito
favoravel a médio e longo prazo.
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O'Reilly et al. (2010) elaboraram um modelo matematico aferindo o
impacto da vacinacao, do teste sorologico, do exame clinico e da
limpeza dos abscessos sobre o controle da LC em rebanhos ovinos.
Segundo esse modelo, a limpeza dos abscessos reduziu a prevaléncia
de infeccao quando esta era de <60%, mas a eliminacao foi improva-
vel. Uma eficacia de vacina de 79% ou mais levou a eliminacao da
infeccao do rebanho, considerando uma prevaléncia endémica de
infeccao <60%. Uma combinacao de vacinacao e exame clinico (este
realizado em 5 repeticoes) reduziram a prevaléncia da infeccao a uma
taxa mais rapida do que usando um deles isoladamente. O teste
sorologico levou a eliminacao da infeccao depois de cinco testes, mas
estava altamente dependente da sensibilidade e especificidade do teste
diagnostico e opcoes de manejo utilizadas: um teste com 90% de
sensibilidade sempre resultou em eliminacao. Um suposto teste com
especificidade maior que 90% preveniu a remocao de muitas ovelhas
falso-positivas e consequentemente preveniu o prejuizo na producao
de cordeiros. A eliminacao foi mais provavel usando um teste
sorologico com sensibilidade e especificidade >90%, mas pela vacina-
cao combinada com exame clinico ha reducao da infeccao rapidamen-
te com pequeno impacto na produtividade de cordeiros. Os autores
sugerem que mais pesquisas precisam ser feitas para desenvolver um
teste diagnostico com pelo menos 90% de sensibilidade e
especificidade, sob condicoes de campo, antes que quaisquer medidas
de controle possam ser recomendadas com confianca.

Outras medidas alternativas de controle foram avaliadas na Arabia
Saudita e podem ser analisadas com cautela e adaptadas para a
realidade do Brasil. Mahmoud et al. (2009) estudaram o efeito do zinco
e da vacina contra LC em um experimento com quatro grupos: grupo 1
— aplicacao de zinco, grupo 2 — aplicacao de vacina e zinco, grupo 3 —
aplicacao de vacina, e grupo 4 — controle. A infeccao foi precoce no
grupo controle (4 semanas pods-introducao dos animais infectados),
seguida pelo grupo tratado somente com zinco (16° semana), somente
com vacina (19° semana) e por fim na 37° semana no grupo tratado
com vacina e zinco.
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Tendo em vista os resultados do estudo acima, Alharbi (2011) avaliaram o
controle da LC por meio de administracao concomitante de vacina
(Glanvac-6), injecao de zinco e lavagem com antisséptico, com
reaplicacao do tratamento apos 1 més. Apds o tratamento, foi feita a
adicao de cinco carneiros infectados em cada grupo de ovelhas. Durante
o tempo de observacao (12 meses), 10% das ovelhas do grupo 1 (tratado)
e 40% do grupo 2 (controle) desenvolveram abscessos na cabeca. O inicio
do aparecimento das lesoes nas ovelhas tratadas foi mais tardio (10° més
de experimento) em comparacao ao grupo controle (1° més). Os autores
associaram as trés medidas, tendo como objetivos aumentar a imunidade
dos animais pela vacinacao, impulsionar a imunidade geral da ovelha
pela injecao de zinco, e destruir a bactéria no ambiente, lavando o animal
com antisséptico (cloroxileno 4,8% diluido 1:100 em agua). Entretanto,
antes da adocao dessas medidas, deve-se avaliar a sua viabilidade,
considerando o custo operacional envolvido e o resultado esperado.

A contaminacao ambiental também deve ser observada atentamente.
Os cochos podem ser uma importante fonte de transmissao por
fomite, visto que a bactéria pode sobreviver de semanas a meses
sobre algumas superficies. Uma ferramenta de controle eficiente seria
o uso de cochos com um formato que nao exija que a ovelha passe a
cabeca por obstaculos. Isso podera reduzir a chance de rompimento de
abscessos e contaminacao do alimento (WINDSOR, 2011).

Equipamentos de tosquia e acessorios devem ser rotineiramente
limpos e desinfetados antes do uso, particularmente se foi usado
anteriormente em rebanho com LC. Os acessorios incluem roupas,
bolsas para a |a, sapatos, entre outros itens utilizados pelo tosquiador.
E aconselhavel que o rebanho tenha seu préoprio material de tosquia, e
adotadas todas as medidas com o objetivo de reduzir as fontes
ambientais de contaminacao (WINDSOR, 2011).

Outra atividade de manejo que pode favorecer a disseminacao da
doenca é o banho contra piolhos. Segundo observado por Panton et al.
(2003), os rebanhos que nao realizavam esse controle tiveram uma
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prevaléncia bem menor de LC. Sugere-se que esse resultado esteja
relacionado ao maior contato durante o banho dos animais recém-
tosquiados. Como a tosquia € uma das maiores causas de rompimen-
to de abscessos, o banho na sequéncia a ela favorece a transmissao da
bactéria dos animais infectados para os sadios.

Recomendacoes finais

De acordo com todo o contexto levantado, sao resumidas abaixo as
acoes recomendadas para o suporte do produtor na implementacao do
programa de controle e prevencao da Linfadenite caseosa:

1 Elaboracao de guia e/ou cartilha sobre linfadenite caseosa para
produtores e técnicos: instrucoes de limpeza e cura de abscessos,
esquema recomendado de vacinacao, cuidados na tosquia e reducao
de contaminacao ambiental.

2 Conscientizacao, sensibilizacao, treinamento e qualificacao dos
técnicos e produtores - baseado nos motivos identificados no estudo
para o insucesso do controle da doenca

3 Avaliacao dos testes de triagem e confirmatorio a serem utiliza-
dos no diagnostico da enfermidade.

4 Credenciamento e validacao de laboratorios veterinarios para
realizacao dos testes.

5 Credenciamento e treinamento de médicos veterinarios para
realizacao do exame clinico e coleta de sangue para exame sorologico.

6 Realizacao de vacinacao em unidades de referéncia técnica e
propriedades-piloto para avaliar o teste diagndstico que diferencie
titulo vacinal de infeccao.

7 Inclusao do teste diagndstico selecionado no controle de transito
dos animais.
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Anexo |

Nesta secao, ha a descricao resumida de métodos diagndsticos desen-
volvidos desde meados da década de 1980, cuja literatura nao é encon-
trada nas bases de dados on-line, até os atuais, mais facilmente
referenciados, e que disponibilizamos para consulta do leitor.

Testes Diagnodsticos Diretos
Os métodos de isolamento microbioldgico, deteccao da fosfolipase D
e PCR ja foram descritas no item 2.

Testes Diagnésticos Indiretos

Testes alérgicos

Os testes alérgicos ou de hipersensibilidade foram um dos primeiros a
serem elaborados, na forma de testes intradérmicos com inumeras
variacoes no preparo do antigeno, que levavam a reacoes que lembra-
vam a tuberculina (CAMERON; McOMIE, 1940; CARNE, 1932;
CASSAMAGNAGHI, 1931; CESARI, 1930; COSTA FILHO, 1978; FARID;
MAHMOUD, 1961; LANGENEGGER; LANGENEGGER, 1984 citados por
LANGENEGGER et al., 1987, p. 28; RENSHAW et al., 1979; TRAIN, 1934,
citado por Langenegger et al., 1987, p. 28).

De modo geral, esses estudos nao apresentaram resultados
satisfatorios quanto a especificidade e sensibilidade dos testes, sendo
testados em alguns casos somente em cobaias, e poucos realizaram
estudos a campo.

Alves e Olander (1999) avaliaram um teste de pele em caprinos vacina-
dos e infectados com C. pseudotuberculosis baseado em um antigeno
bruto de bactéria inativada por formalina. Anteriormente a infeccao,
nenhum animal do grupo controle e do grupo vacinado respondeu ao
teste. Apds o desafio com a bactéria viva, reacoes mensuraveis foram
observadas em todos os animais a partir da primeira até a décima
semana. Esse resultado indicou que o antigeno especifico de C.
pseudotuberculosis pode ser usado em caprinos no diagnostico da LC
como teste de pele.
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Observa-se, portanto, a necessidade de um teste alérgico com um
antigeno extremamente purificado, com boa padronizacao de seu
protocolo e validado a campo, associados a outras metodologias que
confirmem a positividade do animal, para que se possa determinar
efetivamente a viabilidade desses testes alérgicos em um programa
sanitario.

Outras metodologias foram estudadas baseadas no principal antigeno
de C. pseudotuberculosis (a fosfolipase D) e nas suas caracteristicas
bioldgicas, sendo detalhadas a seguir.

Inibicaio de hemdlise sinérgica (SHI)

Teste primariamente desenvolvido para o diagnostico de LC em
equinos. Foi elaborado baseando-se nas caracteristicas da hemalise
sinérgica observadas entre a fosfolipase D de C. pseudotuberculosis e
a fosfolipase C de R. equi. Extrapolando para caprinos e ovinos,
observou-se que na presenca de anticorpos no soro contra a
fosfolipase D de C. pseudotuberculosis, ha neutralizacao da toxina,
impedindo sua atuacao de forma sinérgica com a fosfolipase C de
Rhodococcus equi, inibindo a formacao do amplo halo de hemdlise no
agar sangue (KNIGHT, 1978)

Varios autores tém utilizado essa técnica para determinacao da LC de
forma indireta, pela deteccao dos anticorpos no soro, e consideraram
esse teste confiavel como indicador de infecgcao ativa (BROWN et al.,
1985). Porém, pode haver auséncia de lesdes em animais reagentes,
por inespecificidade do teste por reacoes cruzadas com outros bacilos
Gram-positivos (PRODHAN et al., 1993) ou exposicao prévia ou recente
a infeccao (BROWN et al., 1986), e até mesmo titulos baixos em ani-
mais positivos por uma infeccao em fase inicial (JOHNSON et al.,
1988).

Inibicdo da anti-hemolisina (AHI)
Esse método foi elaborado, sabendo-se que a fosfolipase D de
Corynebacterium pseudotuberculosis e a beta-hemolisina de
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Staphylococcus aureus tém afinidade pelo mesmo receptor nas
hemacias de carneiro. Se a beta-hemolisina se liga a esse receptor, a
hemacia € lisada, e visualiza-se hemolise no agar sangue. Na presenca
da fosfolipase D, ela se liga ao sitio da hemacia primeiro, nao permi-
tindo a acao da hemolisina nessa célula e, portanto, nao ha
visualizacao de hemalise na placa. Entretanto, na presenca de
anticorpos anti-toxina de animais com a doenca, ha sequestro da
fosfolipase D e a hemolisina estafilococica fica disponivel para causar
hemolise (SHIGIDI, 1979; ZAKI, 1968; ZAKI; ABDEL-HAMID, 1974).

Teste de inibicao da hemodlise (HIT)

Teste desenvolvido em 1980, baseado na capacidade da exotoxina
hemolisar hemacias de carneiro. Na presenca de soro de ovelhas
vacinadas para essa exotoxina, os anticorpos antitoxina se ligam a
toxina, impedindo a hemolise, dando o nome ao método de inibicao
da hemalise. Quando testado em ovelhas com linfadenite caseosa,
detectou 24/30 (80%) animais (BURRELL, 1980a). Quando comparado ao
teste de aglutinacao bacteriana, ambos apresentaram nos animais-teste
sensibilidade e especificidade de 96%. A reprodutibilidade para HIT foi
um pouco maior (95%,) quando comparada ao BAT (87%), também
demonstrando um menor coeficiente de variacao (HOLSTAD, 1986).

Teste de aglutinacao bacteriana (BAT)

Este teste é feito com células de C. pseudotuberculosis crescidas em
caldo cérebro coracao e lavadas com PBS (salina tampao fosfato)
adicionado deTween 80. Sao, entao, diluidas no mesmo PBS na
concentracao padrao. O soro € diluido em placa de microtitulacao e
adiciona-se o antigeno, incubando durante a noite a 37°C. O titulo de
anticorpo é lido como o valor reciproco de log, da ultima dilui¢cao de
soro, dando aglutinacao. Valores maiores que 1,8 podem ser conside-
rados positivos (LUND et al., 1982). Outros testes de aglutinacao sao
relatados (AWAD, 1960; CAMERON; McOMIE, 1940; SHIGIDI, 1974 citado
por SHEN et al., 1982, p. 445).
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Microaglutinacao direta

Meétodo adaptado de um sistema de microplaca previamente relatado
para P. haemolytica e de um teste de aglutinacao em tubo para C.
pseudotuberculosis. Uma suspensao de antigeno bacteriano formaliza-
do é preparada em solucao tampao fosfato com corante safranina e
aglutinada por dilui¢coes seriadas de soro em placa de microtitulacao
com fundo em “V”. As placas cobertas sao incubadas durante a noite
em temperatura ambiente. A diluicao do ultimo po¢o com aglutinacao
visivel é considerada como o titulo (MENZIES; MUCKLE, 1989).

Hemaglutinacao indireta (HAI)

Teste desenvolvido a partir de hemacias de carneiro tratadas com bi-
diazobenzidina e sensibilizadas com toxina purificada. Titulos a partir
de 1/16 foram considerados positivos. Soros de animais com LC foram
testados por HAI e AHI, sendo o primeiro mais sensivel (SHIGIDI, 1978).

Aglutinacao em tubos

Resumidamente, este teste é realizado a partir de antigeno obtido da
massa de crescimento bacteriano diluido em salina, homogeneizado
em um liquidificador de teflon e deixado para decantar por duas horas.
O sobrenadante em suspensao foi utilizado no teste, ajustado a densi-
dade do antigeno de Brucella com nefelémetro. Diluicdes seriadas do
soro sao testadas com o antigeno e incubadas a 37°C por 6 horas.
Considera-se positiva a diluicao com aglutinacao de pelo menos 50%
(CAMERON et al., 1972). Husband e Watson (1977) utilizaram essa
técnica de titulacao de anticorpos anti-C. ovis de soro e linfa para
comparacao entre grupos de animais que foram inoculados com
bactéria viva ou morta.

Neutralizacao em pele de coelho

Esta técnica consiste em um teste de pele no qual exotoxina titulada
com o soro teste € injetada intradermicamente em coelhos. Na presen-
ca de anticorpos antitoxina ha a auséncia de necrose. Foi o teste que
confirmou a suspeita de que uma resposta humoral desenvolvida para
a exotoxina e que essa reacao de neutralizacao da toxina pela
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antitoxina poderia ser utilizada em um esquema de diagnostico (DOTY
et al., 1964).

Imunodifusao em gel de agar

Este teste foi padronizado primeiramente para C. renale (YANAGAWA et
al., 1967) e posteriormente foi adaptado para C. pseudotuberculosis,
com um antigeno satisfatorio para a técnica, produzido com células
tratadas com desoxicolato de sodio. (SHIGIDI, 1974). Awad et al. (1977)
avaliaram qual a reacao entre soros de caprinos e ovinos infectados
com isolados bacterianos oriundos da mesma espécie animal e entre
as duas espécies. Houve a mesma resposta entre os soros e os
antigenos, demonstrando a sua similaridade antigénica no teste de
precipitacao em gel de agar. Entretanto, o teste apresentou baixa
sensibilidade, detectando apenas 66% dos animais infectados,e boa
especificidade, sendo negativo em 98% dos animais saudaveis.

Nain et al. (1984) padronizaram o sorodiagnostico de LC em ovelhas e
cabras por meio do teste de agar-gel-immuno-precipitation (AGIPT)
usando como antigeno células de C. ovis sonicadas. Esse teste foi
comparado com o teste de aglutinacao, havendo concordancia de
92,6% quanto a positividade dos testes, e apenas de 38% quanto ao
titulo encontrado.

Imunodifusao dupla simplificada

Burrell (1980b) descreveu um método de imunodifusao simplificada
capaz de ser realizado com baixa concentracao de antigeno e soro.
Linhas proeminentes de precipitacao foram formadas entre a anti-
toxina a diluicdes de até 1:8 e de sobrenadante nao diluido com titulo
hemolitico de 1:32768. Esse teste & extremamente econdémico e conve-
niente para levantamento de infeccoes por C. ovis visto que requer
somente 0,0omL de sobrenadante e de soro. Além disso, pelo menos
16 amostras podem ser testadas em cada placa de petri e os resulta-
dos sao obtidos em 24 horas.
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Teste de protecao ao camundongo (MP test)

Esse teste utiliza soro de animais com suspeita de infeccao por C.
pseudotuberculosis e o inocula intraperitonealmente em camundon-
gos. ApoOs 6 horas, inocula-se a endotoxina em dose letal minima. Se o
animal possui anticorpos antitoxina, o camundongo permanece Vvivo
apos 24 horas da inoculacao (ZAKI; ABDEL-HAMID, 1974).

Fixacao de complemento

Deteccao de anticorpos ligados a antigenos especificos que ativam o
sistema complemento, levando a lise celular. No caso das hemacias,
na presenca dos anticorpos ha hemolise. Em dilui¢des seriadas, é
possivel determinar o titulo de anticorpos onde houve 50% de
hemolise (SHIGIDI, 1979). Entretanto, essa metodologia pode oferecer
reacoes cruzadas com Mycobacterium paratuberculosis (PEPIN et al.,
1987).

ELISAs

O ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) tem se demonstrado
muito util nas avaliacoes de prevaléncia da LC nos rebanhos, e tem
sido testado em diversas preparacoes de antigenos, incluindo célula
bacteriana total, exotoxina PLD, proteinas secretadas (CARMINATI et al.,
2003; PAULE et al., 2004; SEYFFERT et al., 2010; ZERBINATI et al. 2007),
além da deteccao de IFN-gama (MEYER et al., 2005; PAULE et al., 2003;
PRESCOTT et al., 2002; REBOUCAS et al., 2011; SUNIL et al., 2008).

Considerando as melhorias alcancadas nesse teste, ele sera uma
potencial escolha em um programa de controle da enfermidade pela
possibilidade de diferenciacao de anticorpos vacinais e de infeccao
natural. A seguir sao relatados alguns estudos com ELISA em suas
diferentes composi¢cdes de antigenos, e a combinacao do ELISA com
outros testes.

ELISA com antigeno de parede celular
Cameron et al. (1969) realizaram estudos sobre a composicao da
parede celular de C. pseudotuberculosis para auxiliar no desenvolvi-
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mento de testes soroldgicos que aferissem a resposta imune de
animais imunizados. Camundongos foram imunizados com parede
celular extraida com éter:etanol, acido tricloroacético, formamida e
combinacdes. Houve reducao marcante na imunizacao dos animais
apos tratamento com formamida, demonstrando que o antigeno
indutor é parte integrante da parede celular.

Baseando-se nesse estudo, Shen et al. (1982) desenvolveram um ELISA
com a parede celular purificada. O antigeno demonstrou-se aparente-
mente especifico, ndo havendo reacao cruzada com o soro de animais
infectados com C. pyogenes. Além disso, todos os animais com
absessos foram positivos ao ELISA, demonstrando uma sensibilidade
comparavel ao teste de SHI, e talvez ligeiramente maior.

ELISA com antigeno de toxina

Notou-se uma dificuldade em prepara antigeno de célula bacteriana
devido a tendéncia da corinebactéria se autoaglutinar. Visto a alta
porcentagem de lipideos de superficie de facil extracao, substancias
baseadas em petroleo foram utilizadas para tal fim sem afetar a viabili-
dade da célula. Estudou-se entao se esses tratamentos da célula
bacteriana com éter e/ou sonicacao aumentavam a especificidade e
sensibilidade do teste e solucionavam a autoaglutinacao. Além desses
antigenos, o ELISA foi realizado com a toxina, todos testados frente a
soro de animais experimentalmente infectados. A toxina se apresentou
como melhor antigeno na afericao de infeccao do que a parece celular.
O ELISA pareceu ser tao sensivel quanto o teste AHI, e mais facil de ser
executado (MAKI et al., 1985).

Baseado na padronizacao por Maki et al. (1985) do ELISA com a toxina
como antigeno, Kuria e Holstad (1989) avaliaram a correlacao desse
teste com o HIT. Os resultados dos dois testes foram concordantes,
mas pela maior capacidade de processamento de amostras do ELISA,
os autores sugerem que esse teste substitua o HIT em levantamentos
de infeccao.
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Sutherland et al. (1987) combinaram um ELISA, um contendo como
antigeno a exotoxina e o outro contendo uma fracao da parede celular,
aumentando a sensibilidade do teste. O ELISA, usando a fracao da
parede celular, foi capaz de distinguir animais infectados de animais
vacinados com uma vacina toxoide (Sutherland et al. ,1987citados por
Ter Laak, 1992, p. 1125).

ELISA com dois antigenos: parede celular; sobrenadante livre
de bactéria com exotoxina

Em um estudo realizado em abatedouro, 33 de 104 ovelhas examina-
das (31,7%) tinham lesoes tipicas de LC com isolamento de C.
pseudotuberculosis. O soro desses 33 animais foi submetido a dois
tipos de ELISA — um com a parede celular como antigeno e o outro
com o sobrenadante livre de bactéria com exotoxina. O primeiro
detectou 96,9% dos animais positivos e o segundo 84,8%. Quando se
avaliou os soros de animais sem infeccao aparente, ambos apresenta-
ram um alto numero de aparentes falso-positivos, com 64,7% e 49,2%,
respectivamente. Nao houve relacao significante entre intensidade de
lesao, valor de densidade Optica ou titulo de anticorpo antitoxina. Os
autores alertam que o uso de ELISA com antigenos brutos sao de
utilidade questionavel a campo, pela possibilidade de em rebanhos
endémicos haver o risco de detectar anticorpos de exposicao que nao
necessariamente indicam infeccao ativa (ELLIS et al., 1990).

ELISA para deteccao de interferon-gama (IFN-gama)

Alguns trabalhos tém sido realizados avaliando o uso do ELISA,
quantificando os niveis de IFN-gama para deteccao de ovinos e
caprinos infectados. Resultados promissores foram relatados por Sunil
et al. (2008), utilizando um kit comercial para bovinos e utilizando
como antigeno células inativadas por formalina. A sensibilidade
alcancada foi de 91% e especificidade de 98%.

Reboucas et al. (2011) realizaram esse teste estimulando os leucdcitos
do sangue dos animais com antigeno secretado de C.
pseudotuberculosis. A especificidade foi excelente, 100% para caprinos
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e 93% para ovinos, mas a sensibilidade foi baixa, 55,8 e 56%, respecti-
vamente.

DIG - ELISA - Diffusion in gel-ELISA

Johnson et al. (1988) realizaram uma forma simplificada do ELISA
convencional com a difusao em gel de agar (DIG-ELISA) dos
anticorpos, com ligacao nos antigenos aderidos a placa de
poliestireno, e visualizacao direta ou com anticorpo secundario marca-
do. Essa metodologia foi testada em soro caprino de fazendas com e
sem historico da doenca, tendo como antigeno a exotoxina. Os resulta-
dos foram comparados com o SHI, e o teste pareceu ser simples e
sensivel para deterctar a resposta de cabras a exotoxina.

ELISA com seis diferentes antigenos x controle com
Immunoblot

Ellis et al. (1991) testaram seis preparados de antigenos e testaram com
o ELISA desenvolvido por Maki et al. (1985) em ovelhas naturalmente
infectadas. Realizando eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) desses antigenos, observou-se a extracao
virtualmente dos mesmos antigenos, considerando o padrao de bandas
obtido — mais de 30 bandas na célula completa e nas preparacoes de
parede celular extraidas com éter; mais de 15 bandas nos sobrenadantes
das culturas. Muitas dessas moléculas foram reconhecidas por
anticorpos de soros de animais de areas endémicas para a doenca. Nao
houve relacao aparente entre o estagio da doenca e o reconhecimento
sorologico (Immunoblot) de uma proteina particular dos antigenos em
células extraidas com éter ou em filtrados de cultura.

ELISA double-antibody sandwich x Immunoblot

Um ELISA sanduiche duplo-anticorpo foi elaborado para deteccao de
anticorpos antiexotoxina, e obteve especificidade de 99,9% e sensibili-
dade de 100%. Resultados duvidosos ou inconclusivos ao ELISA foram
analisados por Immunoblot. Os autores consideraram o ELISA um
teste diagnodstico util para os programas de erradicacao da LC, e o
Immunoblot apresentou-se valioso em classificar soros com resulta-
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dos insatisfatorios pelo ELISA. Foi o primeiro teste em larga escala
com soros de campo (TER LAAK et al., 1992).

ELISA com antigeno de bactéria sonicada

Binns et al. (2007) padronizaram um ELISA com antigeno sonicado de
C. pseudotuberculosis e otimizaram a deteccao no soro de
imunoglobulinas totais e de IgG. A deteccao total de anticorpo apresen-
tou especificidade de 100% e sensibilidade de 71%. Ja a deteccao de
IgG apresentou especificidade de 100% e sensibilidade de 83%. Os
autores consideraram essa metodologia favoravel em relacao a outros
testes de ELISA publicados (DERCKSEN et al., 2000), além de ser mais
simples e de menor custo que o teste holandés por ELISA indirect
double-antibody sandwich (TER LAAK et al., 1992).

Biosensor baseado em ressondncia de plasmon de
superficie (SPR)

Stapleton et al. (2009) elaboraram um ensaio de biosensor baseado em
ressonancia de plasmon de superficie para a deteccao de anticorpos
contra a fosfolipase D em soros de ovelhas, viabilizando um teste com
chip, minimizando reacdes de ligacao inespecificas. Quando compara-
do ao ELISA sanduiche duplo, obtiveram-se resultados muito favora-
veis com 91,3% de concordancia.

Dot-Blot

O Dot-Blot para LC foi padronizado porVaiseh (1990), utilizando a toxina
PLD parcialmente purificada. O mesmo indicou uma sensibilidade de
94% e especificidade de 99%.

Na comparacao com o teste SHI, o dot-blot detectou menor numero de
animais positivos, o que os autores justificam ser pelas reacoes
cruzadas que podem ocorrer no teste SHI em virtude de infeccoes por
outras corinebactérias, levando a resultados falso-positivos, indicando
o dot-blot como um teste mais confiavel na varredura de LC em
caprinos do que o SHI (PRODHAN et al., 1993).
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Associacao de Testes Diretos e Indiretos

E interessante observar que dados importantes podem ser obtidos pelo
uso associado das técnicas de deteccao dos antigenos e dos
anticorpos. Essas informacoes auxiliam na determinacao dos
antigenos imunodominantes e da resposta imune, necessarios no
desenvolvimento de novos testes diagnosticos e vacinas.

Entre as técnicas, destacam-se a eletroforese em gel desnaturante
(SDS-PAGE), que permite uma boa separacao das proteinas de acordo
com o peso molecular, associada ao immunoblot, que transfere esse
gel para uma membrana de celulose e com o soro do animal
infectado, marca quais proteinas especificamente os anticorpos reco-
nhecem. Como comentado anteriormente, Ter Laak et al. (1992) utiliza-
ram essa associacao e compararam com o ELISA, obtendo resultados
favoraveis.

Ellis et al. (1991) realizaram a caracterizacao por SDS-PAGE de
antigenos de constituintes bacterianos obtidos por varios métodos e
verificaram os respectivos anticorpos de resposta frente a eles com
ELISA especifico de cada antigeno associado.
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Anexo 2

Procedimento de drenagem do abscesso e
cauterizacao quimica com iodo

Fig. 1. Animal com abscesso de Linfadenite Caseosa.

Fig. 2. Material necessario.
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Fig. 3. Tricotomia da area do abscesso. Uso indispensavel de luvas.

Fig. 5. Drenagem do conteudo, para dentro de um saco plastico, evitando contato com as maos.
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Fig. 7 Umedecimento da gaze com solugao de iodo a 10%.

Fig. 8. Introducao de compressas preenchendo todo o espaco deixado pelo abscesso vazio.
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Fig. 9. Ferida protegida com repelente e mantida preenchida pela gaze durante 3 dias.

Fig. 11. Queima dos sacos platicos com as luvas, pus e todo material contaminado. Realizado em
lata especifica para esta finalidade, utilizando alcool como combustivel. Garantir que ocorra a
completa destruicao do material.



