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Resumo - Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-
positiva, agente etioldégico da linfadenite caseosa (LC) em pequenos rumi-
nantes e causadora de piogranulomas, linfangite ulcerativa, mastite e der-
matite ulcerativa em bovinos, que sdo doencgas de grande relevancia médica
e veterinaria. Esta doenca é de dificil controle e a vacinagdo é a maneira
mais eficiente de preveni-la nos rebanhos. Objetivou-se neste estudo sele-
cionar cepas virulentas de C. pseudotuberculosis, a partir de cinco isolados
obtidos de caprinos e ovinos, para uso em estudos de desafio em testes de
novas vacinas contra linfadenite caseosa em camundongos. Primeiramente,
os isolados foram caracterizados bioquimicamente com o kit APl Coryne
(APIbioMerieux, Inc., La Balme les Grottes, France) e apds, camundon-
gos BALB/c fémeas foram infectados intraperitonealmente com trés doses
de Unidades Formadores de Coldnias (1x104, 1x105, 1x10® UFC/mL) com
cada um dos cinco isolados de campo de C. pseudotuberculosis e duas li-
nhagens controle. Os camundongos foram monitorados até trinta dias apds
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a inoculacdo e a taxa de mortalidade foi utilizada como marcador de virulén-
cia. Todos os isolados foram caracterizados como pertencentes a espécie
Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis e os isolados CBO 2512 e
CBO 28033, isolados de abscessos de ovinos, foram considerados os mais
virulentos, uma vez que induziram morte em 100% dos camundongos ino-
culados com 1X108 UFC/mL, seguidos por CBC 70D, CBC 118 isolados que
apresentaram 60% de mortalidade esta mesma dose de indculo. O grupo que
recebeu 1X10% UFC/mL do isolado CBC NPC de C. pseudotuberculosis ndo
obteve 6bito, igualmente para os grupos controle, vacina 1002 (Linfovac) e
isolado 00512 (Fiocruz). Além disso, analises histopatoldgicas macroscopicas
€ microscopicas foram realizadas e abscessos caracteristicos causados por
C. pseudotuberculosis foram observados em alguns 6rgaos, caracterizados
por uma area central de necrose, uma area transitéria de infilirado inflama-
tério e uma camada de tecido conjuntivo fibroso. Em conclusdo, os isolados
CBO 28033 e CBO 2512 de C. pseudotuberculosis apresentaram-se como
altamente virulentos, reproduzindo a doenga LC em camundongos BALB/c
e, serao utilizados em experimentos de desafio e protecédo no teste de novas
vacinas contra linfadenite caseosa de caprinos e ovinos.

Termos para indexagdo: Linfadenite caseosa, Corynebacterium
pseudotuberculosis, virulencia, histopatologia.

Evaluation of virulence of Corynebacterium
pseudotuberculosis isolates in BALB/c mice

Abstract — Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive
bacterium, an etiologic agent of caseous lymphadenitis (CLA) in small
ruminants and causes piogranulomas, ulcerative lymphangitis, mastitis
and ulcerative dermatitis in cattle, which are diseases of great medical and
veterinary relevance. This disease is difficult to control and vaccination is
the most effective way to prevent herds. The objective of this study was to
select a virulent strain of C. pseudotuberculosis, from five isolates obtained
from goats and sheep, for use in challenge studies in tests of new vaccines
against CLA in mice. Firstly, the isolates were characterized biochemically
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with the API Coryne kit (APIbioMerieux, Inc., La Balme les Grotes, France)
and afterwards, female BALB/c mice were infected intraperitoneally with three
doses of Colony Forming Units (1x10%, 1x10°%, 1x10® CFU/mL) with each of
the five field isolates of C. pseudotuberculosis and two control strains. Mice
were monitored up to 30 days after inoculation and the mortality rate was
used as a marker of virulence. All isolates were characterized as belonging
to the species Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis and isolates
from ovine abscesses CBO 2512 and CBO 28033, were considered the most
virulent, since they induced death in 100% of the mice inoculated with 1X10°
CFU/mL, followed by CBC 70D, CBC 118 isolates that showed 60% mortality
in this same dose of inoculum. The group that received 1X10® CFU/mL of the
CBC NPC isolate of C. pseudotuberculosis was not killed, also for the control,
vaccine 1002 (Linfovac) and isolated 00512 (Fiocruz) groups. In addition,
macroscopic and microscopic histopathological analyzes were performed and
characteristic abscesses caused by C. pseudotuberculosis were observed in
some organs, characterized by a central area of necrosis, a transient area of
inflammatory infiltrate and a layer of fibrous connective tissue. In conclusion,
isolates CBO 28033 and CBO 2512 from C. pseudotuberculosis were shown
to be highly virulent, reproducing LC disease in BALB/ce mice, will be used
in challenge and protection experiments in the test of new vaccines against
casein goat lymphadenitis and sheep.

Index terms: Caseous lymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis,
virulence, histopathology

Introducao

Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente causador da linfadenite
caseosa (LC), uma doenga infecciosa cronica de ovinos e caprinos e também
considerada uma zoonose ocupacional. A bactéria se caracteriza como um
bacilo Gram-positivo fermentativo facultativo, ndo mével, anaerébico e nao
formador de esporos (Batey, 1986; Dorella et al., 2006). Esta bactéria infec-
ta uma grande variedade de mamiferos incluindo ovinos, caprinos, bovinos,
bubalinos, suinos, equinos e seres humanos (Britz et al., 2014; Araujo et al.,
2016, Silva et al., 2017).
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Quanto as reagdes bioquimicas, cepas de C. pseudotuberculosis se ca-
racterizam por apresentar elevada capacidade fermentativa, fazendo uso
de uma variada fonte de carboidratos, tais como glicose, ribose, frutose e
maltose, com produgdo de acido, entretanto, sem produzir gas. Apresentam
reatividade positiva para os testes de catalase e urease, porém a habilidade
na reducgdo do nitrato é variavel (Pépin et al., 1989; Selim, 2001; Guimaraes
et al., 2011).

A bactéria C. pseudotuberculosis pode ser classificada em dois biovares,
ovis e equi. As cepas isoladas de ovinos e caprinos classificadas como biovar
ovis, por serem geralmente negativas na atividade da redutase do nitrato, e
as estirpes isoladas de cavalo e gado, que sao geralmente positivas no teste
de reducgédo de nitrato, foram classificadas como biovar equi (Oliveira et al.,
2016).

Um teste bioquimico bem estabelecido para identificagao de bactérias do
género Corynebacterium é o sistema APl Coryne (API-bioMérieux, Inc., La
Balme les Grottes, France), este € composto por 21 testes bioquimicos, que
podem ser realizados no periodo de 24 a 48 horas. O kit apresenta 20 tubos
contendo os substratos para 11 testes enzimaticos (pirazinamidase, redugao
de nitrato, fosfatase alcalina, (-galactosidase, pirrolidonil arilamidase,
a-glucosidase, N-acetyl-p-glucosaminidase, hidrolise de gelatina, esculina,
urease e glucuronidase) e oito testes para fermentacdo de carboidratos
composto (manitol, maltose, sacarose, glucose, D-Xylose, glicogénio, lactose
e ribose) (Dorella et al., 2006).

A linfadenite caseosa €& caracterizada por abscessos nos linfonodos
superficiais e internos e também nos 6rgéos. Animais infectados podem
atuar como reservatorios. A transmissao ocorre principalmente pela ruptura
de abscessos externos durante o cisalhamento, a castragdo ou o uso de
agulhas contaminadas. Fatores ambientais também influenciam na propa-
gacgéo desta doenca, devido a presenca de pontas afiadas na vegetacao
que podem perfurar os abcessos espalhando material purulento contendo
bactérias que podem contaminar o0 meio ambiente e agir como uma fonte
de infecgdo para outros animais (Binns et al., 2007; Guimaraes et al., 2011;
Bastos et al., 2012).

A linfadenite caseosa é uma doenga de ampla distribuicdo mundial, sendo
diagnosticada na Europa, Oceania, Américas do Sul e do Norte, Asia, Africa
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e 0 Meio Leste. Ainfecgéo por C. pseudotuberculosis tem se estabelecido em
varios paises como Brasil, Australia, Nova Zelandia, Reino Unido, Canada e
EUA, causando forte impacto econémico na caprinocultura, e principalmente
na ovinocultura, devido a redugéo na producao de 13, carne e leite, além da
condenagéo, no frigorifico, de carcagas e couro afetados pela doenga (BAIRD
e FONTAINE, 2007; DORELLA et al., 2009).

Apesar de varios paises apresentarem problemas relacionados com a lin-
fadenite caseosa, um grande numero provavelmente é subnotificado, uma
vez que a declaragdo a OIE é feita somente pelas autoridades sanitarias
oficiais de cada pais. Ha paises que tiveram esta doenca relatada em arti-
gos cientificos e ainda nao fizeram uma declaragao oficial, incluindo o Brasil
(GUIMARAES et al., 2011).

A prevaléncia da LC em ovinos no estado de Sao Paulo chega a 71%,
e a prevaléncia em Minas Gerais, estado onde a ovinocultura tem apre-
sentado grande crescimento, € de aproximadamente 75,8% entre ovinos
(GUIMARAES et al., 2011) e 78,9% entre caprinos (SEYFFERT et al., 2010).

Na regido Nordeste do pais, regido detentora do maior rebanho de
ovinos e caprinos, foi observado que 88,5% (193/218) das propriedades
investigadas apresentaram pelo menos um caprino soropositivo para C.
pseudotuberculosis. As prevaléncias por estado estudados variaram de
70,3% em Sergipe a 94,5% no Rio Grande do Norte (Farias et al., 2018).

O controle da LC é extremamente importante para a economia brasileira e
mundial, principalmente por causa das perdas econémicas na cadeia produti-
va de ovinos e caprinos. No entanto, a erradicagdo de C. pseudotuberculosis
€ muito dificil, uma vez que nao existe um teste de diagndstico confiavel, tra-
tamento ou uma vacina eficaz para essa doenga (O’Reilly et al., 2010).

O tratamento da LC pode ser feito por antibiéticos, porém esta pratica nao
€ recomendada, pois a droga n&o consegue penetrar totalmente na capsula
do abscesso, que € composta por varias camadas espessas e rigidas. Assim,
para o controle é recomendado isolar os animais infectados, desinfectar as
feridas e garantir que o ambiente esteja limpo. As vacinas disponiveis no
mercado nao protegem totalmente os animais contra a bactéria (Williamson,
2001; O’Reilly et al., 2010). Novas vacinas contra LC estdo sendo desenvolvi-
das e testadas em camundongos experimentais antes de serem testadas em
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animais hospedeiros, entre elas as vacinas de proteinas recombinantes e de
DNA. Ambas apresentam potencial protetor, sem riscos de causar a doencga e,
induzem resposta imune humoral e celular (Jain et al., 2014; Droppa-Almeida
et al., 2016). Para testar novas vacinas contra qualquer patégeno, € essencial
dispor de cepas virulentas que tenham sido isoladas, propagadas e caracte-
rizadas quanto a género e espécie, para que sejam usadas em experimentos
de avaliagéo de protegédo dessas vacinas. Portanto, objetivou-se neste es-
tudo avaliar e comparar a viruléncia de cinco isolados de Corynebacterium
pseudotuberculosis e a reprodutibilidade da LC em camundongos BALBJ/c,
para definir o/os isolado(s) e a dose desafio a ser utilizada em estudos de
protecédo, em testes de novas vacinas contra LC em camundongos.

Material e Métodos

Amostras

Foram utilizados trés isolados de C. pseudotuberculosis obtidos de abs-
cessos externos por pungao aspirativa de linfonodos fechados de caprinos,
denominados CBC 70D, CBC 118, CBC NPC e dois isolados provenientes
de ovinos, CBO 2512, CBO 28033, todos obtidos de animais da Embrapa
Caprinos e Ovinos da cidade de Sobral/CE. Foram utilizadas também a
amostra vacinal 1002 (Linfovac) comercializada no Brasil e a amostra 00512
do banco de cepas da FIOCRUZ/ INCQS. Todas as amostras foram cultiva-
das em meio Brain Heart Infusion (BHI) Agar enriquecido com 10% de sangue
desfibrinado de ovino, durante 72 horas a 37°C. Apds o crescimento bacteria-
no, selecionaram-se col6nias caracteristicas, as quais foram repicadas para
o caldo BHI para crescimento por 72 horas a 37°C, sob agitagéo constante.
Em seguida, os isolados foram criopreservados em glicerol em ultrafreezer a
-80°C.

Identificagao bioquimica

A identificacdo bioquimica foi realizada por meio do kit APl Coryne
(APIbioMerieux, Inc., La Balme les Grottes, France), o qual consiste em ba-
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terias de testes bioquimicos, e fermentacao de carboidratos, seguindo-se as
orientagdes do fabricante.

Analises de viruléncia

As analises de viruléncia dos isolados de C. pseudotuberculosis foram
realizadas em camundongos fémeas BALB/c (6-8 semanas), em um total de
110 animais. Sete grupos foram formados: CBC 70D, CBO 2512, CBO 28033,
CBC 118, CBC NPC, como isolados testes;1002 (Linfovac) e INCQS: 00512
(FIOCRUZ) como cepas controles positivos. Cada grupo foi subdividido em
trés grupos correspondentes a concentragao de inoculagéo: 1 x 104, 1 x 10°
e 1 x 108 UFC/mL (Unidade Formadora de Col6nia) com cinco animais cada.
Um grupo foi inoculado com 100 pL de tampéo fosfato-salino (PBS), como
controle negativo.

Para a preparagao do in6culo, os isolados foram inicialmente cultivados
em agar BHI suplementado com sangue de ovino 10% desfibrinado, por 48
horas a 37°C. Apds, uma colbnia de cada isolado foi inoculada em meio liqui-
do BHI e incubada a 37°C com agitacéo por 48 horas. Apds crescimento, as
culturas de cada isolado foram centrifugadas a 12.000 rpm por 20 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspenso em 10 mL de
PBS, pH 7,2. As concentrac¢des foram ajustadas para 0,1 nm por diluicao, se-
guida de leitura na densidade o6ptica (OD) de 580 nm em espectrofotdmetro, o
que correspondeu a uma concentragao final de 1 x 107 UFC/mL. A partir desta
concentracéo de UFC foram realizadas dilui¢des seriadas e, as doses citadas
anteriormente, foram inoculadas intraperitonealmente nos camundongos, no
volume final de 100 uL. Durante um periodo de 30 dias pds-inoculagéo, os
camundongos foram observados diariamente e os 6bitos contabilizados. Os
camundongos que apresentaram sinais de debilitacdo média ou avangada fo-
ram eutanasiados por deslocamento cervical para limitar a dor e o sofrimento
e, registrados como 6bito. A viruléncia dos isolados foi relacionada a taxa de
mortalidade e a capacidade da bactéria de causar a doenga nos camundon-
gos. Apods o 6bito ou no final dos trinta dias de observagao, os camundongos
foram necropsiados para verificagdo da formacao de abscessos em 6rgaos
internos e linfonodos. Uma repeticdo deste experimento foi realizada nas
mesmas condigdes.
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Analise histopatolégica

Durante a necropsia, amostras de tecidos de érgaos com abscessos foram
removidas e fixadas em formol por 48 horas. Os fragmentos foram lavados
em agua corrente por 10 minutos, fixados em etanol 70% e, encaminhados
ao Laboratorio de Patologia da Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB),
para serem processados para laminas histologicas. O material foi colocado
no processador automatico de tecidos e, em seguida realizado o protocolo
rotineiro de inclusdo em parafina. Apds os cortes serem seccionados no mi-
créotomo a uma espessura de 5 ym, as ldminas foram coradas com hemato-
xilina e eosina (H & E) (Luna, 1968) para descrigao histopatolégica, Masson
Trichrome do kit EasyPath® para revelagéo da capsula de tecido conjuntivo
fibroso de abcesso e coloragao histolégica de Gram do método de Macallum
Goodpasture para observacao de coldnias bacterianas. As laminas foram ob-
servadas com o auxilio de um microscopio de luz e as imagens foram obtidas
por um sistema adequado para a captacao de imagens.

Etica na utilizagdo dos animais experimentais

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, CEUA n° 490/2013.

Resultados e Discussao

Caracterizacao bioquimica

As colbnias dos isolados apresentaram-se formando grupamentos ou iso-
ladas, de coloragdo branca ou creme de aparéncia opaca em meio solido.
Estas caracteristicas estdo conforme descrito por Muckle et al. (1982). No
presente estudo foram observadas duas caracteristicas peculiares quanto ao
crescimento das col6nias dos isolados no meio soélido, que foi a formagao de
uma zona de hemolise em volta da coldnia, e o completo deslocamento das
colénias sob 0 meio sélido, quando tocada por uma alga, observados também
por Connor et al. (2000). Em meio liquido houve a formagao de uma pelicula
na superficie do caldo, ou a formagédo de um halo em volta do tubo Falcon®
(Batey ,1986).
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A partir do teste bioquimico API Coryne (API-bioMerieux France), as cinco
amostras isoladas de caprinos e ovinos foram confirmadas como pertencen-
tes a espécie Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis (Tabela 1).

Tabela 1. Identificagdo de isolados de Corynebacterium pseudotuberculosis com o
kit APl Coryne (APIbioMerieux-Franca).

CBC70D CBO2512 CBO 28033 CBC 118 CBC NPC

NI N N N N N
PYZ® N N N N N
PyrA° N N N N N
PAL® N N N N N
B-GUS® N N N N N
B-GAL' N N N N N
a-GLU® N N N N N
B-NAG" N N N N N
ESCi N N N N N
URE! P P P P P
GEL* N N N N N
o] N N N N N
GLU™ P P P P P
RIB" P P P P P
XyLe N N N N N
MANP N N N N N
MAL® P N N P
LAC' N N N N N

2Redugéo de Nitrato, ®Pirazinamidase, °Pirrolidonil Arilamidase, ‘Fosfatase alcalina, °Beta-glucoronidase,
‘Beta-Galactosidase, %Alfa-glucosidade, "Beta-N-acetil-B-glucosaminidase, Esculina, Urease, “Gelatina
(hidrdlise), 'Liberagao de oxigénio, "Glucégeno, "Ribose, °Xilose, PManitol, ‘Maltose, 'Lactose. N: Negativo, P:
Positivo.

As amostras utilizadas no presente estudo foram caracterizadas bioqui-
micamente pela produgdo de catalase, urease, fermentagdo de carbonos
como, frutose, manose, galactose, glicose, sem liberagdo de gas (Dorella et

al., 2006, Bastos et al., 2012). Huerta et al. (2013) realizaram um estudo com
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testes bioquimicos que analisou o kit API Coryne (Merieux) quanto sua utili-
dade em laboratério de microbiologia, para identificar C. pseudotuberculosis,
e concluiu que se trata de um método altamente recomendavel.

A realizagdo das provas bioquimicas possui uma importancia significativa
para que se possa classificar a qual biovar pertence a amostra. Essa diferen-
ciagédo é dada pela reducgéo de nitrato. Quando o resultado é negativo, a es-
pécie pertence ao biovar ovis, que infecta caprinos e ovinos, e se o resultado
for reducao de nitrato positivo, a amostra pertence ao biovar equi, que infecta
0s equinos e bovinos (Hassan et al., 2012).

Os cinco isolados analisados nesse estudo foram negativos para a redu-
¢ao de nitrato, e de acordo com a literatura consultada, foram classificados
como C. pseudotuberculosis biovar ovis, responsavel por infectar preferen-
cialmente ovinos e caprinos (Connor et al., 2000).

Analise de Viruléncia

Os sinais apresentados pelos camundongos inoculados com os isolados
de C. psedotuberculosis foram pelos ericados, mobilidade limitada, aparéncia
apatica e mudanga na cor natural do pelo para a cor amarela (Figura 1b),

Figura 1. Camundongos BALB/c fémeas utilizadas no experimento de analise de
viruléncia: (a) grupo controle inoculado com PBS (tampao fosfato-salino), com
aspecto sadio e coloragao natural; (b) Animal infectado intraperitonealmente com C.
pseudotuberculosis exemplo da amostra CBO 2512 com 1x108 UFC/mL, a imagem
evidencia os pelos erigados.
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quando comparados ao grupo controle (Figura 1a). Os pelos ericados foram
0s primeiros sinais a aparecer, logo no 3° dia de infecgéo, seguido de coceira
intensa e aumento no consumo de agua. O comprometimento foi progressivo
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Figura 2. Representacao grafica da taxa de mortalidade dos camundongos inoculados
com as amostras de C. pseudotuberculosis isoladas a partir de caprinos e ovinos com
linfadenite caseosa. Os animais foram inoculados intraperitonealmente, no volume de
100 pL por camundongo com 1 x 104, 1 x 10%, 1 x 106 UFC/mL e monitorados por um
periodo de 30 dias, para verificagdo e contagem dos 6bitos. As amostras CBO 2512
e CBO 28033 foram isoladas de ovinos e as amostras CBC 118, CBC 70D E CBC
NPC foram isoladas de caprinos. As amostras 1002 (Linfovac) e 00512 (Fiocruz) ndo
induziram mortalidade.

nos animais dos grupos mais virulentos, que morreram. Os camundongos
moribundos foram sacrificados por deslocamento cervical e contados como
Obito no grupo devido.

A taxa de mortalidade dos camundongos pode ser observada de acordo
com a porcentagem de mortes e o numero de UFC/mL inoculada nos camun-
dongos (Figura 2).

As amostras CBO 2512 e CBO 28033, isoladas de abscessos de ovinos
foram consideradas as mais virulentas, uma vez que induziram maior nimero
de 6bitos em camundongos. Na 3a semana, os grupos inoculados com 1 x
10% UFC/mL de ambos isolados apresentaram 100% (5/5) de mortalidade,
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diminuindo para 20% e 40% o ndmero de camundongos mortos aos 30 dias
a1x10* UFC/mL e 1 x 10% UFC/mL, respectivamente. A dosagem de 1 x 10°
UFC/mL, em um periodo de observagao de 30 dias, causou alteragbes con-
sideraveis nos camundongos, quando comparados aos camundongos dos
outros grupos e principalmente ao grupo PBS. Com sete dias de observacgéo,
foi possivel identificar a pelagem erigada de todos os animais deste grupo.
Ao redor do 15° dia de observagao, alguns animais deste grupo ja apresenta-
vam sinais de inapeténcia, desidratacao e apatia. Aos 21 dias pds-inoculagao
ocorreu 80% de 6bitos, sendo que o ultimo sobrevivente foi eutanasiado aos
30 dias por apresentar apatia severa.

Os grupos cujos camundongos foram inoculados com as amostras CBC
118 e CBC 70D, isoladas de abscessos caprinos, apresentaram 20% e 60%
de mortalidade que receberam 1 x 10° UFC/mL e 1 x 108 UFC/mL, respecti-
vamente. A amostra CBC NPC, isolada também de um abscesso de cabra,
apresentou-se menos virulenta porque induziu apenas 20% de mortalidade
quando os camundongos foram inoculados com 1 x 10® UFC/ml. Nao foram
observados 6bitos nos camundongos inoculados com as amostras controle,
1002 (Linfovac) e 00512 (FIOCRUZ), incluindo PBS.

A amostra vacinal 1002 atualmente comercializada no Brasil foi desenvol-
vida a partir de uma cepa naturalmente de baixa viruléncia, a qual foi identifi-
cada por meio de testes in vivo, por Ribeiro et al. (1991).

A amostra INCQS 00512 foi utilizada em alguns trabalhos, envolvendo a
construgao e avaliagéo de vacinas e mutantes. Dorella et al. (2006) realizaram
um estudo tendo por um dos objetivos a avaliagao in vivo do potencial vacinal de
linhagens recombinantes e selvagens inativas, contra C. pseudotuberculosis
em modelo murino. Anteriormente aos testes vacinais, foi realizado um
experimento piloto para estipular a dose letal em camundongos BALB/c
entre 6 a 8 semanas. A amostra 00512 foi utilizada como controle negativo
no experimento teste de imunizacdo com as linhagens recombinantes, pois
esta amostra até a concentragdo de 1x10°, mostrou-se incapaz de conferir
viruléncia e patogenicidade. No presente estudo, esta amostra também foi
incapaz de causar morte e conferir doenga nos camundongos.
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Analises patoldgicas

Os animais sobreviventes e sacrificados foram avaliados por necropsia,
constatando-se a presenga de abscessos. Em alguns animais houve a for-
macgao de mais de um abscesso e, em diferentes 6rgdos. Os 6rgaos afetados
foram figado, bago, intestino, rim e estdmago, sendo o figado o mais afetado.
Observou-se também a formagéo de abscessos subcutaneos e na cavidade
abdominal. Apenas as amostras 1002 (Linfovac) e 00512 (Fiocruz) ndo foram
capazes de causar a formagao de abscessos em camundongos.

Os abscessos apresentaram uma morfologia uniforme quando exa-
minados macroscopicamente, com uma forma arredondada amarelada,
devido ao material purulento localizado na capsula de abscesso (Figuras
3a e 3b). A analise microscopica evidenciou uma capsula fibrosa, uma
zona intermediaria contendo células inflamatérias, como neutréfilos, ma-
créfagos e plasmadcitos, e uma area de necrose (Figura 3c). Estas ca-
racteristicas foram observadas independentemente do numero de UFC
inoculadas.

Para demonstrar as fibras do tecido conjuntivo da capsula dos abscessos
foi realizada a coloragéo Trichrome de Masson, que evidenciou as fibras de
colageno em azul (Figura 3d).

Além de macroabscessos houve a formagdo de microabscessos
indicando uma concentragdo de neutréfilos, caracteristica da formacgao
inicial de um abscesso (Figura 3e). Os esfregagos corados com Gram
evidenciaram colbnias azuis, caracteristicas de bactérias Gram-positivas,
como C. pseudotuberculosis (Figura 3f). As células inflamatoérias mais comuns
observadas nos abscessos foram neutréfilos, macrofagos, plasmacitos,
células epitelioides e células gigantes.

As analises anatomopatolégicas dos 6rgdos dos camundongos inocu-
lados com os isolados de C. pseudotuberculosis mostraram que os abs-
cessos encontrados neste estudo, se assemelham quanto a estrutura,
alteragdes desenvolvidas pela infecgao natural em caprinos e ovinos, ca-
racterizada por uma estrutura em formato lamelar, com deposi¢do de ma-
terial caseoso e uma capsula espessa e rigida (Fontaine & Baird, 2008;
Jesse et al., 2011).
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Figura 3. Fotografias e fotomicrografias de cortes histoldgicos de figado representativos
de camundongo inoculado com C. pseudotuberculosis. A: Aspecto macroscépico
de um abscesso localizado no bago, B: Abscesso localizado no figado. C: Aspecto
microscopico de um abscesso no figado, notar a jungéo do tecido hepatico normal (*)
e o abscesso. Destacando-se a capsula do abscesso formada por tecido conjuntivo
fibroso (+), area de infiltrado inflamatorio (#) e area necrética (seta) (H&E, objetiva
10X). D: Evidencia as fibras de colageno coradas em azul (Tricromio de Masson,
objetiva 10 X). E: Microabscesso, evidenciando o aciumulo de neutréfilos (H&E,
objetiva 40 X). F: Presenga de colbnias, agrupadas ou isoladas, coradas em azul
(Gram histologico, objetiva 40X).
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Estudos anteriores demonstraram por meio da inoculagéo experimental
de C. pseudotuberculosis em camundongos, que independentemente do lo-
cal de infecgdo da bactéria, a disseminagédo ocorre por todo 0 organismo,
onde se locomovem em fagdcitos, ou até mesmo livres, com predominancia
nos érgaos do sistema mononuclear fagocitario tanto em linfonodos e baco,
quanto em intestinos, figado, rins e pulmdes (Motta et al., 2010). No presente
estudo o figado foi 0 6rgdo mais acometido pelos abscessos. Outros érgaos
também apresentaram abscessos, como intestino, rim, baco e estdmago,
também relatado por Jesse et al. (2011).

Jesse et al. (2011) relataram que apds 15 horas da inoculagéao, foi possivel
observar alteragdes histolégicas nos camundongos. Pépin et al. (1991) indi-
caram que 24 horas apoés a inoculagao é possivel verificar que ha formagao
de microabscessos proximo ao local de infecgdo. Em nosso estudo, as ana-
lises histopatoldgicas ocorreram nos camundongos eutanasiados entre 20 e
30 dias ap6s a infecgédo experimental, os quais também, por meio da analise
microscopica, apresentaram a formacao de microabscessos.

As células inflamatérias mais encontradas foram os neutréfilos, macréfa-
gos, plasmacitos, linfocitos e células gigantes. Os neutréfilos foram os mais
frequentes, notando-se também um alto nimero de neutréfilos degenerados
(pi6citos), principalmente no centro necroético, relatados também por Lan
(1998).

A presencga de colbnias bacterianas foi confirmada pelo método de Gram
histologico em cortes de abscessos. Geralmente o método de Gram é realiza-
do em esfregacos bacterioldgicos. Em cortes histolégicos, esse € o primeiro
estudo de C. pseudotuberculosis, a utilizar o método de Gram Histoldgico de
Macallum Goodpasture. Souza et al. (2011) mostraram a presenga de gran-
des colbnias bacterianas, mas utilizando a coloragcédo de H&E.

A coloragao de tricrémico de Masson tem sido utilizada para demonstrar
a presenca de fibras de tecido conjuntivo, em processos inflamatérios e de
reparo (Andreazza, 2011). Em nosso estudo observou-se que a capsula dos
abscessos formados pela C. pseudotuberculosis foi melhor demonstrada por
esta coloracéo, inclusive pela facilidade de distinguir a parte normal do tecido
da parte com o abscesso, limite demarcado pela capsula.
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As analises histopatolégicas ndo demonstraram diferencas na formagéao
microscoépica dos abscessos entre as amostras que foram capazes de con-
ferir a lesao, e independentemente da quantidade de UFC/mL inoculadas, as
lesGes apresentaram uma morfologia padrao.

Conclusoes

Conclui-se neste estudo que os isolados CBO 2512 e CBO 28033 caracte-
rizados bioquimicamente como Corynebacterium pseudotuberculosis biovar
ovis apresentaram-se como os mais virulentos e capazes de desenvolver a
linfadenite caseosa em camundongos, com as dosagens de 1 x 10°e 1 x 10°
UFC/mL e serao utilizados nos experimentos de desafio e protegéo de vaci-
nas em desenvolvimento pela Embrapa Gado de Corte.
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