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Apresentacao

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenca cronica debilitante, de ocorrén-
cia mundial, que acomete caprinos e ovinos, causada pela bactéria
intracelular Corynebacterium pseudotuberculosis.

O documento aborda as caracteristicas microbiolégicas e bioquimicas do
microrganismo e as perdas econdmicas diversas decorrentes desta
enfermidade.

Sao destacadas no documento as praticas de manejo relacionadas ao
controle da LC.

Os autores apresentam também uma abordagem relacionada aos
antigenos imunodominantes da C. pseudotuberculosis, ja que eles exercem
um papel fundamental no desenvolvimento de testes soroldgicos, de
diagnéstico e de vacinas mais eficazes contra a LC.

Maria Pinheiro Fernandes Corréa
Chefe Geral
Embrapa Caprinos



Sumario

o T [0 T To R Pt 09
Ocorréncia e Perdas ECONOMICAS .......coviiiiiiiniiieeeennenns 10

Agente Etiolégico, Caracterizacdo

Bioquimica € Antigenos ...........ccoiiiiiiiiiiiii s 14
TranSMISSA0 ......ceiiiiiiiiiiii i aes 23
Patogenia e Sinais CliniCoS..........ccocviiiiiiiiiiiiiiens 25
IMUNOIOGIa ...eeee e 30
(D 1= Yo [ 1o 1= 4 o X 33
CoNtrole ......cooiiiiii e 38
R - T 1 - T R 39
Tratamento ......ccoceiiiiiiiiiii s 46
Prespectivas FUtUras .........cc.vvviiiiiiiii i iiicic e vneee e enas 47

(R T=Y =] =10 1 - T 48



Linfadenite Caseosa:
o Estado da Arte

Francisco Selmo Fernandes Alves
Lauana Borges Santiago
Raymundo Rizaldo Pinheiro

Introducéao

O agronegécio de caprinos e ovinos no Brasil esta criando novas possibili-
dades comerciais e industriais, promovendo, assim, o desenvolvimento do
Pais. A producao das carnes ovina e caprina vem respondendo por uma
parcela do mercado mundial, e apresentou, entre 2003 e 2004, um incre-
mento de 2,5% (12,3 milhdes de toneladas para 12,6 milhdes de tonela-
das) (Alves & Pinheiro, 2005). No Brasil, a evolucao na producao dos
produtos em geral de caprinos e ovinos entre os anos de 2000 e 2004,
também aumentou, o que gerou expectativas de demandas quanto ao uso
de tecnologias e de modelos de sistemas de producéo, visando o bem-
estar animal e ambiental, a salide dos animais e a qualidade dos alimentos.
A producao de caprinos e ovinos tem sido afetada pela utilizacao de
manejos inadequados e pela ocorréncia de doencas, dentre elas, a
Linfadenite Caseosa (LC).

A LC é uma doenca infecto-contagiosa, de ocorréncia mundial, que acome-
te caprinos e ovinos, caracterizada pela formacao de abscessos em
géanglios linfaticos superficiais, podendo também acometer 6rgaos e
linfonodos internos. E uma enfermidade crénica e debilitante, causada pela
Corynebacterium pseudotuberculosis, responsavel por grandes perdas
econdmicas na caprinocultura e na ovinocultura.
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A Série Documentos relata o estado da arte da LC, abordando as principais
caracteristicas microbioldgicas e bioquimicas da C. pseudotuberculosis,
assim como os aspectos relacionados a transmissao, patogenia e
imunologia da enfermidade. A atual situacao do diagndstico da LC e as
estratégias de controle também estdo descritas. Estudos relacionados ao
desenvolvimento e a eficacia de vacinas comerciais e experimentais contra
a infeccao causada pela C. pseudotuberculosis em caprinos e ovinos, além
das perspectivas futuras de pesquisa relacionadas a esta enfermidade
também sao discutidos neste documento.

Ocorréncia e Perdas Economicas

A prevaléncia e a incidéncia da LC em rebanhos caprinos e ovinos estao
relacionadas as condicoes inadequadas do ambiente, por diminuicao das
defesas orgénicas dos animais, e pela falta de um programa sanitério
integrado de prevencao e controle (Blood & Henderson, 1999). Ela é descrita
em todos os paises que possuem significativa populacao de caprinos e
ovinos (Anderson & Nairn, 1984). Em relacao a distribuicdo mundial destas
espécies, a China é a detentora do maior rebanho de pequenos ruminantes
do mundo (340.693 milhares de cabecas), seguida pela india (182.500
milhares de cabecas) e pela Austrélia (94.920 milhares de cabecas). O
Brasil encontra-se em 14° lugar, totalizando um rebanho de 23.269 milhares
de cabecas de caprinos e ovinos (FAO, 2004) (Tab. 1).

Tabela 1. Rebanho mundial de pequenos ruminantes em 2004

Paises N. cabecas (milhares)
China 340.693
india 182.500
Austrélia 94.920
Sudao 89.000
Ird 80.000
Paquistao 79.400
Nigéria 51.000
Nova Zelandia 40.218
Africa do Sul 35.950

Bangladesh 35.760

continua...
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continuacéo.

Reino Unido 35.500
Turquia 31.700
Espanha 27.000

Brasil 23.269
Marrocos 21.951

Fonte: * Previsdo FAO (2004).

Estudos relacionados a incidéncia e prevaléncia da LC nos rebanhos
mundiais de caprinos e ovinos tém sido realizados, com o intuito de avaliar
a sua distribuicdo e como uma forma de prever as perdas relacionadas a
esta enfermidade na exploracdo econémica destas espécies. Entretanto,
algumas dificuldades enfrentadas na realizacao deste tipo de estudo, como
a forma subclinica de apresentacao da doenca e seu longo periodo de
incubacao, fazem com que esses dados ainda sejam escassos.

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

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

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

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

Arsenault et al. (2003) realizaram um estudo para estimar a prevaléncia de
algumas enfermidades que acometem caprinos e ovinos, em dois
abatedouros em Quebec, no Canada3, entre elas a LC. A prevaléncia estima-
da para esta enfermidade foi de 21%, sendo que os abscessos estavam
presentes, em maior proporcao, nos linfonodos da cavidade toréacica.

No Brasil, uma maior incidéncia de LC é observada nos Estados do Nordes-
te do Pais, ja que, aproximadamente, 93% da populacao de caprinos e
59% da populacao ovinos encontram-se nessa regido (IBGE, 2005; Alves
etal.,, 1997) (Tab. 2 e 3).

Tabela 2. Rebanho caprino em 2005 - Distribuicédo regional

% do Rebanho Total N° Cabecas
Norte 1,50 154.678
Nordeste 92,59 9.542.910
Sudeste 2,45 252.124
Sul 2,35 242.713
Centro-Oeste 1,11 114.297
Brasil 100 10.306.722

Fonte: IBGE (2005).
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Tabela 3. Rebanho ovino em 2005 - Distribuicdo Regional

% do Rebanho Total N°. Cabecas
Norte 3,09 481.528
Nordeste 58,44 9.109.668
Sudeste 3,90 606.934
Sul 28,56 4.452.498
Centro-Oeste 6,01 937.413
Brasil 100 15.588.041

Fonte: IBGE (2005).

Moura-Costa et al. (1973) estudaram a distribuicdo geografica da LC nos
rebanhos caprinos no Estado da Bahia e relataram que a doenca estava
presente, particularmente, no Norte do Estado.

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

Num levantamento realizado em seis localidades do Estado do Ceard, 656
caprinos foram examinados por um periodo de quase dois anos. Constatou-
se a presenca de abscessos superficiais em 41,6% dos animais, estando
a maioria deles, localizada na regido anterior do corpo. 11,5% dos animais
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apresentaram abscessos nos 6rgaos internos, com maior porcentagem de
localizacdo nos pulmoes e epididimos. A C. pseudotuberculosis foi confir-
mada em 27,7% dos abscessos (Unanian et al., 1985).

Recentemente, um estudo sorolégico desenvolvido na Bahia, demonstrou a
presenca de anticorpos séricos contra a C. pseudotuberculosis em 46,6%
dos caprinos analisados (Meyer, 2004).

Os prejuizos causados pela LC na producédo de caprinos e ovinos estao
relacionados a alguns aspectos da patogenia desta enfermidade. Inicialmente,
a presenca de abscessos em linfonodos superficiais pode interferir na execu-
cao das funcdes normais do animal como pastejar, mastigar, regurgitar e
amamentar as crias. Ja a forma visceral da doenca, pode acarretar consequ-
éncias mais sérias ao organismo, como debilitacdo do animal e disseminacao
dos abscessos, causando problemas reprodutivos (Lal Krishna et al., 1977;
Alves, 1988), condenacao de carcacas e, até mesmo, morte dos animais
(Burrell, 1981). A presenca de abscessos superficiais nos animais é responsa-
vel pela desvalorizacao das peles (Alves et al., 1997), sendo que um Unico
abscesso na pele do animal, pode depreciar seu valor em até 40% (Figueiredo
et al., 1982). Além disso, perdas econémicas estao relacionadas a producao
de 1a (Paton et al., 1994) e aos gastos com méao-de-obra (R$0,19) e medica-
mentos (R$3,30) no tratamento dos abscessos (Pinheiro et al., 2002).

Estudos realizados na Australia indicam uma perda de $12 a 15 milhdes nos
abatedouros de caprinos e ovinos, anualmente, relacionada a danos totais
causados pela LC conforme demonstram Paton et al. (1993) citados por Paton
et al. (2003). Em relacdo a producao de 13, a LC é responséavel por uma perda de
$17 milhdes para a industria de 13 australiana, por ano (Paton et al., 1994).

Agente Etiolégico, Caracterizacédo
bioquimica e Antigenos

A Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etiolégico da LC, foi
descrita pela primeira vez por Nocard em 1888, a partir de um caso de
linfangite bovina. Sua nomenclatura atual foi adotada em 1948, na 6°
edicao do Bergey’s Manual. No entanto, a designacado Corynebacterium
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ovis ainda é usada como sinénimo.

A C. pseudotuberculosis caracteriza-se como um bacilo Gram-positivo
curto e irregular, medindo 0,5 a 0,6 pum por 1 a 3 Um, podendo apresentar
aspecto cocoide, mostrando-se isolado ou formando grupamentos irregula-
res ou em palicada (Fig. 1). Sdo iméveis, anaerébios facultativos,
fermentativos e ndo formam esporos, como afirmam Benham et al. (1962),
Batey, (1986), Merchant & Packer (1975) e Quinn et al. (1994), citados
por Costa (2002).

Hard (1969) examinou a C. pseudotuberculosis através de microscopia
eletrénica e observou que o microrganismo exibia uma estrutura similar as
outras espécies do género, na aparéncia de sua parede celular, membrana
plasméatica, material genético, matriz citoplasmatica e complexidade dos
sistemas de membrana intracitoplasmatica. Uma importante caracteristica
encontrada foi uma camada densa, externa a parede celular, que
demostrou ser composta por lipideos.

Fig. 1. Corynebacterium pseudotuberculosis em material purulento drenado de um abscesso de um caprino
— Coloracédo Gram, 100 X.
Foto: Lauana Santiago e Francisco Selmo Alves.

15
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Baseado no conteldo lipidico da parede celular, bactérias do género
Corynebacterium sdo agrupadas com bactérias do género Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus, formando o complexo “CMNR” conforme aponta
Barksdale (1981), citado por Brown (1985). Os representantes deste
grupo possuem a parede celular rica em componentes lipidicos similares,
sendo o acido micélico, o mais caracterizado dentre eles.

Takahashi et al. (1997) demonstraram a relagao filogenética entre varias
espécies de Corynebacterium, baseados na estrutura do gene 76S rRNA.
Neste estudo, a posicao filogenética da C. pseudotuberculosis foi relacio-
nada com a da C. ulcerans e com a da C. seminale.

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

Assim como outras corinebactérias, a C. pseudotuberculosis é capaz de
produzir uma potente exotoxina, primeiramente descrita por Carne (1940). A
fosfolipase D é encontrada no citoplasma e, em menores quantidades, na
parede celular bacteriana. Seu peso molecular varia de 14.500 a 31.000
Daltons, conforme afirmam Bernheimer et al. (1985) e Onon (1979), citados
por Alves (1988). E inativada pelo calor (60°C por 10 minutos, 37°C por 2
semanas ou 25°C por trés meses), pela acidez (pH abaixo de 5), ou pela
formalina (Carne, 1940). Todas as cepas e os dois bidtipos sugeridos da C.
pseudotuberculosis, que serao detalhados a seguir, produzem esta exotoxina
gue sdo antigenicamente semelhantes, segundo Carne (1940), Burrell
(1978) e Muckle & Gyles (1982), citados por Alves (1988).

Algumas caracteristicas da fosfolipase D sdo descritas por Songer et al.
(1990), em citacao de Costa (2002), entre elas: acao de hidrolisar a
lisofosfatidilcolina e esfingomielina; ponto isoelétrico de 9,8; necessidade
de ions Ca** e Mg** para sua atividade; toxicidade para roedores de
laboratério; atividade hemolitica em sinergia com a colesterol-oxidase e a
fosfolipase C da Rhodococcus equi (Burrell, 1979; Songer, 1997) e resis-
téncia a hemdlise pela toxina 3 estafilocécica (Songer et al., 1988). As
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duas ultimas propriedades deram origem a dois testes sorolégicos para a
deteccao de anticorpos anti-exotoxina (teste da inibicdo da acao anti-
hemolisina e teste da inibicdo da hemdlise sinérgica), além do teste para
dosagem da exotoxina sobrenadante de cultura (Zaki, 1968; Knight, 1978).

Em relacao as provas bioquimicas, a C. pseudotuberculosis é caracterizada
por ser catalase positiva, urease positiva, fermentar carboidratos sem
producéo de gas, como maltose, manose, glicose, galactose, nao fermen-
tar lactose, ndo possuir atividade proteolitica e ser [3-hemolitica, conforme
afirmam Muckle & Gyles (1982), Songer et al. (1988), Sutherland et al.
(1996), Costa et al. (1998), Merchant & Packer (1975), Quinn et al.
(1994), citados por Costa (2002) (Fig. 2). Carne (1940) relatou variacdo na
fermentacao de carboidratos entre 50 cepas de C. pseudotuberculosis .
Em relacdo a reducéao do nitrato, Biberstein et al. (1971) sugeriram a
separacao em dois bidtipos diferentes. Songer et al. (1988) confirmaram a
existéncia de duas biovariedades de C. pseudotuberculosis, apés realiza-
cdo de um estudo, no qual foram avaliadas 94 amostras do microrganismo,
obtidas a partir de ovinos, caprinos, eqliinos e bovinos, e realizadas provas
bioquimicas e analises de DNA. Nao foram observadas diferencas signifi-
cativas em relacao a fermentacao de carboidratos, producéo de urease,
catalase e fosfolipase D entre as amostras. Entretanto, as amostras

F

S

Negativo Positivo

A W
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Fig. 2. Provas bioquimicas para identificacdo da Corynebacterium pseudotuberculosis: A) urease; B)
catalase; C) fermentacéo de carboidratos.
Foto: Lauana Santiago e Francisco Selmo Alves

obtidas a partir de eqliinos foram capazes de reduzir o nitrato, ao contrario
das amostras obtidas a partir de ovinos e caprinos. Os bovinos, segundo
esses autores, sdo infectados tanto por cepas nitrato positivas, quanto
por cepas nitrato negativas. Além disso, os autores sugerem que o biétipo
que infecta eqliinos seja denominado equi, e que o biétipo que infecta
caprinos e ovinos, seja denominado ovis. A andlise através de enzimas de
restricdo confirmou a diferenga entre os dois biétipos (Tab. 4).

Tabela 4. Reducao do nitrato e tipo de manifestacado da doenca de acordo com a
espécie animal afetada pela C. pseudotuberculosis

Espécie Animal Afetada Reducéo do Nitrato Doenca/Sintoma
Caprinos e Ovinos - Linfadenite Caseosa
Eqlinos + Linfangite Ulcerativa
Bovinos + /- Lesbes Piogénicas e Supurativas

(-): Reacdo Negativo; (+): Reacédo Positivo; (+/-): Reacdo de pelo menos 90% para cada.

Fonte: Adaptado de Brown & Olander (1987).

Em condicGes aerdbicas e anaerdbicas, observa-se o crescimento da C.
pseudotuberculosis na faixa de temperatura entre 14 e 40°C, porém seu
crescimento 6timo se dd em uma temperatura de 37°Ce empH de 7,0 a
7.,8. Alguns autores relacionam um crescimento melhor do microrganismo



Linfadenite Caseosa: o estado da arte 19

em uma atmosfera de 5% de CO,, como Benham et al. (1962) e Muckle &
Gyles (1982), citados por Costa (2002). Batey (1986), através da adicao
de Tween 80, obteve uma taxa 6tima de crescimento, em pHde 7,0a 7,5,
conforme citacdo de Costa (2002).

A C. pseudotuberculosis cresce bem em meios enriquecidos como agar
sangue, agar BHI (infusdo de coracao e cérebro) ou caldo BHI, ou enriqueci-
dos com soro animal ou proteinas vegetais. Através da adicdo de extrato de
levedura, triptona ou lactoalbumina, consegue-se uma melhora em seu
crescimento como observado por Cameron & Swart (1965), citados por
Costa (2002). No agar sangue, formam-se col6nias pequenas, de coloracao
branco-acinzentada, opacas e fridveis, apés um periodo de 24 a 48 horas
(Brown, 1985). Apds alguns dias de incubacéo, as colénias podem alcancar
3 mm de didmetro e possuem coloracao creme, conforme afirmam Quinn et
al. (1994), citados por Costa (2002) (Fig. 3).

Em meio liquido, ocorre formacao de uma fragil pelicula na superficie, com
leve turvacao do meio (Fig. 4). Com agitacao, desfaz-se a pelicula e

formam-se os flocos (Carne, 1939; Merchant & Packer, 1975; Muckle &
Gyles, 1982).

Fig. 3. Crescimento de Corynebacterium pseudotuberculosis em placa de dgar sangue, apresentando
colénias de coloragdo branca e aspecto seco.
Foto: Francisco Selmo Alves e Raymundo Rizaldo Pinheiro.

Costa et al. (2002) descreveram um meio quimicamente definido para o
cultivo da C. pseudotuberculosis, composto por 72% de fosfato dibasico,
4% de vitaminas e 1% de aminodcidos. Este meio foi usado para a produ-
cao de complexo antigénico secretado por C. pseudotuberculosis, que se
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Fig. 4. Crescimento da Corynebacterium pseudotuberculosis em meio liquido de BHI com formacéo de
pelicula. Foto: Lauana Santiago e Francisco Selmo Alves.
mostrou capaz de induzir a producéao de Interferon-gamma (IFN-gamma) por
células do sangue periférico de caprinos com sinais clinicos da LC (Regis,
2001). Livre de macromoléculas na sua composicao, o meio quimicamente
definido permitiu a obtencao de complexos antigénicos compostos apenas
por proteinas da bactéria e abriu novas perspectivas para o estudo das
proteinas secretadas (Costa et al., 2002).

Muitos estudos vém sendo realizados com o intuito de identificar e carac-
terizar outros antigenos relacionados a C. pseudotuberculosis, que podem
estar associados a célula bacteriana (antigenos somaticos), como no caso
da fosfolipase D, ou aparecerem no sobrenadante (antigenos secretados),
apesar dos resultados destes estudos terem mostrado alguma discrepan-
cia em relacdo ao nimero de antigenos identificados (Tab. 5).

Ellis et al. (1991a), citados por Vale (2000), analisando a resposta de
anticorpos de 40 ovinos naturalmente infectados, através do método
Western Blotting (WB), verificaram uma predominancia de proteinas com
pesos moleculares entre 12 e 112 kDa, reconhecidas por anticorpos
presentes nos soros. Em um outro estudo, Ellis et al. (1991b) verificaram
gue soros de ovinos imunizados, reconheciam pelo menos oito antigenos
celulares através do WB.
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Em um trabalho desenvolvido por Muckle et al. (1992), citados por Vale
(2000) através da mesma técnica descrita anteriormente, foi observado
que anticorpos contra sete antigenos de peso molecular entre 22 a 120
kDa estavam presentes no soro de 40 caprinos e ovinos infectados pela C.
pseudotuberculosis. Trés antigenos de 120, 68 e 31,5 kDa foram detecta-
dos no soro de todos os animais e 22 animais possuiam anticorpos para
antigenos de 64, 43, 40 e 22 kDa. Nenhum destes antigenos foi detectado
pelos soros de 160 ovinos sem a doenca.

Ter Laak et al. (1992) utilizaram o sobrenadante da cultura da C.
pseudotuberculosis e observaram, pela técnica WB, que seis proteinas de
peso molecular de 68, 65, 39, 38, 31 e 29 kDa reagiram com o soro de
caprinos e ovinos, naturalmente e experimentalmente infectados.

Braitwaite et al. (1993), citados por Vale (2000) observaram mais de 20
bandas protéicas através da analise dos componentes das células
bacterianas, utilizando o método Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). Estas proteinas foram classificadas em
quatro grupos, sendo eles: o grupo de proteinas de alto peso molecular
(maior que 119 kDa); o grupo de proteinas de pesos moleculares de 84, 64
e 58 kDa; o grupo de proteinas de pesos moleculares de 33 e 30 kDa; e o
grupo de proteinas de pesos moleculares entre 25 e 20 kDa. Os autores
observaram, através do WB, utilizando o sobrenadante de concentrado de
cultura da C. pseudotuberculosis, mais de sete bandas protéicas com
pesos moleculares que variavam entre 64 e 14 kDa, sendo mais de cinco
delas reconhecidas por anticorpos presentes em amostras de soro de
caprinos naturalmente infectados.

Utilizando antigenos de parede celular e exotoxina de C. pseudotuberculosis,
através do WB, Sting et al. (1998), citados por Vale (2000) observaram
reatividade de anticorpos nos soros de caprinos naturalmente infectados
com proteinas de pesos moleculares entre 20 e 120 kDa e entre 30 e 55
kDa, respectivamente.

Walker et al. (1994) identificaram um antigeno protéico imunodominante

21
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Tabela 5. Estruturas antigénicas determinadas a partir das fracGes secretada e
somatica da Corynebacterium pseudotuberculosis, descritas na literatura.

Referéncias N° de bandas Antigenos (kDa)
imunogénicas

Fracdo Secretada

Ter Laak et al. (1992) 6 29, 31, 38, 39, 65, 68
Braithwaite et al. (1993) 4 31.5, 36, 56, 63

Ellis et al. (1991a) 6 20, 25.1, 31.6, 39.8, 63, 68
Walker et al. (1994) 2 31.5, 40

Fracdo Somatica

Ellis et al. (1991b) 10 20, 22, 31.6, 35.5, 39.8, 45.7, 56, 63, 79, 100
Ellis et al. (1991a) 1 12, 25.1, 31.6, 36.3, 39.8, 63, 70, 75, 79.4, 100, 120
Braithwaite et al. (1993) 9 14, 30, 33, 36, 48, 58, 64, 84, 120
Muckle et al. (1992) 7 22, 31.5, 40, 43, 64, 68, 120
Sting et al. (1998) 7 30, 45, 48, 55, 66, 80, 110

Fonte: Paule et al. (2004).

de massa molecular de 40 kDa, através do WB. Este antigeno (nomeado
CP-40), associado ao hidréxido de aluminio, foi utilizado como vacina em
ovinos, induzindo uma protegao significativa conta a LC nos animais, com
reducao de 82% de linfadenite geral e 98% de reducao de lesdes pulmona-
res. Wilson et al. (1995), citados por Vale (2000) clonaram e
sequenciaram o gen desta proteina de 40 kDa, e verificaram que ela é
diferente daquelas proteinas ja seqlienciadas, revelando uma atividade do
tipo serino-protease.

Recentemente, Paule et al. (2004) desenvolveram um estudo para isolar e
identificar antigenos das fracdes secretadas de superficie e soméaticas da C.
pseudotuberculosis, utilizando os métodos SDS-PAGE e Imunoblot. Os
antigenos secretados foram obtidos do sobrenadante de cultura da bactéria
cultivada em meio quimicamente definido ou em meio BHI. A fracao de
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superficie foi obtida por tratamento com NaCl 1M, e as fracoes somaticas
foram obtidas por varios procedimentos (detergentes e ultra-som). Os
autores observaram que a utilizacdo do meio quimicamente definido, permitiu
a identificac@o de, entre outros antigenos, proteinas de alto peso molecular
na fracdo secretada, que nao haviam sido previamente descritas.

Maiores investigacoes direcionadas a identificacao e caracterizacado dos
antigenos imunodominantes da C. pseudotuberculosis se fazem necessari-
as, pelo fato de serem fundamentais para o desenvolvimento de novos
testes sorolégicos de diagndstico, vacinas altamente eficazes e,
consequentemente, obtencao do real controle da LC.

Transmissao

A transmissao da LC em ovinos ocorre, principalmente, através de
ferimentos na pele (Nairn & Robertson, 1974). Em caprinos, provavelmen-
te, a forma de transmissao seja a mesma. Unanian et al. (1985) sugeriram
que a infeccao através da pele é importante, particularmente em caprinos
do Nordeste do Brasil, devido ao tipo de vegetacao predominante na regido
(caatinga), caracterizada por pequenas arvores contendo espinhos que
podem causar ferimentos superficiais. Em estudos sobre inducao experi-
mental da LC em cabras, demonstrou-se que 100% dos animais infectados
por inoculacado subgengival apresentaram granulomas mandibulares confor-
me afirmam Ashfaq & Campbell (1980), citado por Alves (1988). A
aspiracao de aerossois também é citada como forma de contégio desta
enfermidade (Chaplin et al., 1999).

A porta de entrada da C. pseudotuberculosis no organismo do animal ainda
nao estd bem esclarecida, porém alguns autores afirmam que a infeccao
ocorre através da pele ou mucosa e a partir dai, atinge os linfonodos locais
(Burrell, 1981; Batey, 1986). A porta de entrada e distribuicdo dos absces-
sos no corpo diferem entre caprinos e ovinos, por ocasiao da tosquia e
diferentes comportamentos entre as espécies conforme dados fornecidos
por Nairn & Robertson (1974), Paton et al. (1995), Ashfaq & Campbell
(1979), citados por Costa (2002).
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Lesbes pulmonares clinicamente nao diagnosticadas em ovinos seriam
responsaveis pela liberacdo das bactérias em aerosséis, atuando como
fonte de infeccao para os animais, segundo Paton et al. (1995), em citacao
de Costa (2002). Pelo fato de o microrganismo ser capaz de sobreviver por
um longo periodo no ambiente, ele se torna uma constante fonte de
infeccdo para os animais (Williams, 1980). A disseminacao desta bactéria
no meio ambiente ocorre através da ruptura dos abscessos e da habilidade
de sobrevivéncia desse microrganismo por longos periodos no solo e em
materiais diversos. De acordo com Augustine & Renshaw (1982), citados
por Alves (1988) a C. pseudotuberculosis é capaz de sobreviver por varios
dias sob as unhas e em superficies de madeira, e por varias semanas em
fezes de caprinos e em fenos em temperatura entre 10 e 25°C. Existem
outros importantes métodos de disseminacdo, como tatuagem, marcacao,
castracao, vacinacao, briga entre os animais e compra de animais
infectados ou em estado subclinico da enfermidade.

A infeccao experimental por vérias vias em ovinos, caprinos e animais de
laboratdrio, tem mostrado que a LC pode ser facilmente reproduzida (Nairn
& Robertson, 1974), através de lesoes localizadas nos linfonodos periféri-
cos e abscessos viscerais disseminados nos pulmoes e linfonodos
toracicos. Varios experimentos indicam que os principais determinantes da
severidade da enfermidade na infeccao experimental sdo a dose do inéculo
e a via de inoculacao. Entretanto, na ocorréncia natural da doenca, esses
parametros nao sao reconhecidos (Brown et al., 1986).

A infeccdo em humanos é rara, mas produz linfadenite recidivante e de
curso longo (Peel et al., 1997), com lesGes caracterizando linfadenite
granulomatosa (Batey, 1986). Grande parte das infeccdes humanas esté
relacionada a pessoas envolvidas na lida com os animais e trabalhadores
de frigorificos. O primeiro caso de infeccédo pela C. pseudotuberculosis em
humanos foi relatado por Lopez et al. (1966). O quadro clinico era caracte-
rizado pela presenca de fadiga, dor muscular, figado aumentado e macio e
linfadenopatia localizada. A caracterizacdo do microrganismo foi realizada
pela identificacdo microbiolégica do material coletado, através de aspira-
cdo e incisao do linfonodo inguinal afetado. Ao exame anatomo-patolégico
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do linfonodo, foram observadas areas com foco de inflamacao crénica e
células epitelidides circundadas por reacao fibroblastica, caracterizando
linfadenite esclerética crénica. Mills et al. (1997) relataram o caso de um
jovem estudante com a presenca de uma massa na axila. O paciente
apresentava febre, dor e indisposicao e estava exposto a ovelhas e
bovinos. Os autores sugeriram que a infeccao tenha ocorrido a partir do
contato das fezes de um animal, com uma provavel lesdo na pele do jovem.
Peel et al. (1997) descreveram um caso humano de infeccéo pela C.
pseudotuberculosis, envolvendo a ingestdo de carne crua de caprinos e
leite de vaca. Em torno de 25 casos de infeccao pela C.
pseudotuberculosis em humanos foram descritos na literatura, segundo
Dorella et al. (2005). Na maioria dos casos, 0s pacientes receberam
antibioticoterapia e os linfonodos afetados foram removidos cirurgicamen-
te (Liu et al., 2005; Mills et al., 1997, Peel et al., 1997). A LC, apesar de
ocorrer com rara freqliéncia em seres humanos e possuir um potencial
zoonético ja demonstrado, nao é caracterizada como uma doenca zoondtica
em sua definicdo. Uma boa higiene, quando se manuseia animais doentes e
materiais contaminados com exsudatos, é de suma importancia para
impedir a propagacao da doenca (Peel et al., 1997).

Patogenia e Sinais Clinicos

A C. pseudotuberculosis possui dois fatores de viruléncia que estao
diretamente relacionados com a patogenia da LC: a parede celular lipidica,
por atuar como fator piogénico e a exotoxina, por promover a dissemina-
cdo da bactéria no organismo (Jolly, 1966; Zaki, 1976).

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

Uma relacao entre viruléncia e quantidade de lipideos na parede celular da
C. pseudotuberculosis foi evidenciada em infeccoes experimentais, tanto
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em camundongos quanto em ovinos, segundo Burrell (1978) e Muckle &
Gyles (1984), citados por Brown (1985). Nos dois casos, foi observada
uma alta relacao entre o conteudo lipidico das cepas testadas e sua
capacidade de formar granuloma. Segundo Williamson (2001), os lipideos
celulares da bactéria tém caracteristica piogénica e este fator de virulén-
cia esta associado a formacao de granulomas.

Ja a fosfolipase D é responsavel por causar supuracdo, dermonecrose e
morte em diversas espécies de animais de laboratério e de animais domésti-
cos (Carne, 1940; Jolly, 1965; Lovell & Zaki, 1966). Além disso, ela é capaz
de agir como um fator de permeabilidade, promovendo a disseminacao do
agente do local infectado a outras partes do organismo animal, uma vez que
as membranas das células dos mamiferos possuem altos teores de
fosfolipideos. Estudos /in vitro com neutréfilos de ovinos, demonstraram que
a fosfolipase D, quando no interior das células, tem a habilidade de destrui-
las. Assim, a exotoxina pode aumentar a sobrevivéncia da C.
pseudotuberculosis no hospedeiro, devido a sua capacidade de destruir e
escapar da acao destas células, como demonstram Yozwiak & Songer
(1993), citados por Carminati (2005). Em um estudo conduzido por
McNamara et al. (1994), linhagens mutantes com o gen da fosfolipase D
deletado foram utilizadas para demonstrar que estes mutantes ndo sao
capazes de estabelecer uma infec¢ao primaria ou formar granulomas nos
linfonodos regionais, confirmando que a exotoxina esta envolvida na persis-
téncia e disseminacao da bactéria no organismo do hospedeiro.

Burrell (1981), citado por Costa (2002), demonstrou, em ovinos, a presen-
ca de uma grande quantidade de prostaglandina, induzindo uma resposta
inflamatdria local, levando a um aumento da permeabilidade e a um deslo-
camento de fagdcitos para os linfonodos.

As atividades hemolitica, vasodilatadora e fosfolipasica da exotoxina sao
essenciais para a disseminacao da bactéria no organismo animal, como
afirmam Benham et al. (1962), Jolly (1966), Burrell (1981), Batey (1986) e
Songer (1997), citados por Costa (2002).
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Apés atingir os linfonodos locais, a infeccao evolui com fagocitose, multi-
plicacao intracelular da C. pseudotuberculosis, desintegracao e morte
celular. Esse processo é ciclico e recorrente, causando as les6es crénicas
tipicas da LC em ovinos.

Através da via linfatica, ocorre o acometimento de linfonodos toracicos e
dos pulmdes e posteriormente, de outros 6rgaos, causando debilitacao
progressiva do animal (Batey, 1986; Alves et al., 1997) (Fig. 5).

Onde quer que a C. pseudotuberculosis se instale, seja nos linfonodos ou
nos pulmades, ocorre a formacao de um exsudato caseoso denso, de
coloracao branca-amarelada, contido na capsula fibrosa que pode assumir
um grande didametro. Com o avanco da doenca, este exsudato torna-se

Corynebacterium Mucosas Pele Ferimento
pseudotuberculosis +
LINFONODO
LOCAL

Formacio do Abscesso Morte Celular Fagocitose; Multipl.

Intracel.

Via Linfatica —p Linfonodos internos —p Outros érgios

e pulmio i

Debilitacdo Progressiva do Animal

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

seco e com infiltracGes de sais de célcio. Em abscessos avancados, o pus
organiza-se em camadas concéntricas. Nos focos pulmonares primarios,
os abscessos confluem, gerando um aspecto lardaceo, de forma irregular.
Lesoes subpleurais ocasionam aderéncias da viscera a pleura parietal. Em
alguns casos, o pus, que geralmente apresenta coloracao creme, pode
assumir uma coloracao esverdeada ou acinzentada, pela contaminacao por
outras bactérias, da flora normal (Corréa & Corréa, 1992).
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A disseminacdo hematégena do microrganismo resulta na formacgao de
abscessos em érgaos, podendo ocorrer na auséncia de lesdes periféricas
(Radostits et al., 2002) (Fig. 6). E relatado que 25% dos ovinos acometi-
dos em abatedouros, apresentam lesdes somente nas visceras toracicas
(Brown & Olander, 1987).

Em relacdo aos achados clinicos, a LC apresenta-se sob duas formas: a
forma cuténea externa, caracterizada por linfadenopatia unilateral ou
bilateral, e a forma visceral interna, com abscessos nos linfonodos inter-
nos, 6rgaos e visceras. Os linfonodos externos mais comumente acometi-

Fig. 6. Abscessos internos e aderéncias causadas pela Linfadenite Caseosa: A) abscessos pulmonares;
B) abscessos hepéticos.
Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro e Francisco Selmo Alves.

dos sdo os submaxilares, pré-escapulares, pré-crurais, supramamarios e
popliteos (Fig. 7). Os abscessos comumente se rompem, eliminando pus,
cremoso a caseoso, sem odor (Radostits et al., 2002). Os caprinos
apresentam maior proporcao de lesées nos linfonodos que drenam a
cabeca, possivelmente relacionados a lesdes superficiais da pele e mucosa
oral, durante o pastoreio (Batey, 1986). Os abscessos podem se desenvol-
ver, subseqiientemente, em outros linfonodos. Tanto nos ovinos, quanto
nos caprinos, podem aparecer abscessos na pele e, particularmente, na
face, com perda dos pélos subjacentes (Radostits et al., 2002) (Fig. 8).

Uma condicao debilitante observada em ovelhas adultas, comumente
referida como “Sindrome da Ovelha Magra”, esta associada a forma
visceral da LC (Gates et al., 1977), promovendo a perda de peso, e
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Fig. 7. Localizacdo dos linfonodos externos de caprinos e ovinos, comumente afetados pela Linfadenite
Caseosa: a) parotideo; b) mandibular; c) retrofaringeo; d) pré-escapular; e) inguinal; f) popliteo; g)
mamario.

Foto: Lauana Santiago e Francisco Selmo Alves.

Fig.8. Abscesso externo de Linfadenite Caseosa localizacdo mandibular.
Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro e Francisco Selmo Alves.
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resultando em morbidade e deficiéncia reprodutiva dos animais. Em um
reprodutor caprino portando LC crénica foram observados caquexia
(emagrecimento) e comprometimento dos testiculos e anexos, causando
infertilidade (Alves et al., 2004) (Fig. 9).
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Fig. 9. Emagrecimento e presenca de abscessos no testiculo e anexos em reprodutor caprino.
Foto: Francisco Selmo Alves e Raymundo Rizaldo Pinheiro.

mediadores, as respostas imunes especificas do hospedeiro sao classifica-
das em dois tipos, sendo eles: a imunidade humoral e a imunidade celular,
mediadas por respostas de tipos distintos de linfécitos. As células da
imunidade humoral séo os linfécitos B (LB), que respondem aos antigenos
estranhos, pelo desenvolvimento de células produtoras de anticorpos,
enquanto que os mediadores da imunidade celular sdo os linfécitos T (LT).

O principal mecanismo de defesa contra os microrganismos extracelulares
e as toxinas por eles secretadas é a imunidade humoral, pois os anticorpos
podem se ligar a esses elementos e auxiliar na sua eliminacédo, ao contrério
dos microrganismos intracelulares, que sobrevivem e proliferam dentro dos
fagocitos e de outras células do hospedeiro, onde ficam inacessiveis aos
anticorpos circulantes. A defesa contra essas infecgGes esta a cargo da
imunidade celular, que funciona promovendo destruicdo dos microrganis-
mos que residem nos fagécitos ou lisando as células infectadas.

Os LT se subdividem em populacdes funcionalmente distintas, sendo elas,
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as células T auxiliares e as células T citoliticas, que expressam diferentes
proteinas de membrana. A maioria dos LT auxiliares expressa uma protei-
na especifica chamada CD4 + e a maioria dos LT citoliticos expressa uma
proteina especifica chamada CD8 +.

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

Cameron & Engelbrecht (1971), citados por Carminati (2005), demonstra-
ram a protecao desencadeada por anticorpos, através da imunizacao
passiva de camundongos com soro de coelhos imunizados contra a C.
pseudotuberculosis. Posteriormente, Yozwiak & Songer (1993), citados
por Carminati (2005) relataram que anticorpos anti-fosfolipase D, presen-
tes antes da infeccao, exercem um efeito protetor contra a disseminacao
da bactéria para os linfonodos. Em estudo de Muckle et al. (1992), citados
por Vale (2000), anticorpos presentes em soros de animais infectados
reagiram com varias fracdes protéicas em WB, quando foram utilizados
antigenos de parede celular, células inteiras mortas e sobrenadante de
cultura da C. pseudotuberculosis. Entretanto, segundo Vale (2000), esta
forte resposta humoral, por si sé, nao é capaz de eliminar a infeccao.

Conforme Roitt (1999), citado por Vale (2000), a principal resposta imune
protetora contra a C. pseudotuberculosis é a imunidade mediada por
células. Ela consiste em dois tipos principais de reacoes: morte dos
microorganismos fagocitados, devido a ativacdo dos macréfagos pela
citocinas derivadas dos linfdcitos, principalmente o IFN-gamma, e lise das
células infectadas, efetuada pelas células T citoliticas (CD8 +).

A fagocitose é o mecanismo de maior importancia da imunidade natural
contra microrganismos intracelulares (North, 1978). Entretanto, bactérias
intracelulares patogénicas sao resistentes a degradacao dentro dos
fagdcitos, razao pela qual estes microrganismos tendem a causar infec-
coes cronicas, dificeis de serem erradicadas. Segundo Tashjian &
Campbell (1983), a resisténcia da C. pseudotuberculosis a morte e a
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digestao no interior dos fagdcitos esta relacionada aos lipideos da parede
celular bacteriana.

Os granulomas séo formados por varias camadas, constituidos por um
centro necrético, seguido de uma camada rica em macréfagos, com uma
zona com predominancia de LT CD4 +, LT CD8 + e LTgamma-delta
(linfécitos T expressando as cadeias gamma e delta em seus receptores), e
outra rica em LB, limitada externamente por uma capsula fibrética (Walker
et al., 1991). Pépin et al. (1994) relataram que nos estagios iniciais das
lesbes, existe uma predominéancia de células T CD4 + e na fase cronica da
infeccao, a predominancia passa a ser de células T CD8 + e Tgamma-delta.

A resisténcia as infeccOes causadas por bactérias intracelulares facultati-
vas esté relacionada as células T CD4 + e mais especificamente aos
clones Th1, pelo aumento da atividade microbicida dos macréfagos pela
producédo de INF-gamma e Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-alfa). O
papel das celulas T CD8 + na resisténcia deste tipo de infeccao esta
relacionado a capacidade de produzir INF-gamma e lisar as células
infectadas (Lan et al., 1998; Carminati, 2005).

O papel do IFN-gamma no controle da infeccao pela C. pseudotuberculosis
foi observado em ratos, nos quais foi detectado um aumento no crescimento
bacteriano apds a administracdo de anticorpos monoclonais anti-IFN-gamma,
segundo dados fornecidos por Lan et al. (1998), citado por Meyer et al.
(2005). Alem disso, estudos em animais que apresentam delecdo do gene
que codifica esta citocina, também demonstraram a fundamental importan-
cia do IFN-gamma para a protecao imune do hospedeiro, conforme afirmam
Pépin et al. (1997), em citacdo de Meyer et al. (2005).

Paule et al. (2003) conduziram um estudo para avaliar as respostas imunes
humoral e celular a partir de infeccdo experimental pela C.
pseudotuberculosis em caprinos, no qual confirmaram o envolvimento de
Imunoglobulinas G (IgG) e de IFN-gamma na resposta imune. Neste experi-
mento, os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a intensi-
dade da resposta imune observada, mais relacionada a producao de IFN-
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gamma, do que a resposta imune humoral. Um grupo foi composto por
animais com alta resposta (1), e o outro grupo, por animais com resposta de
média a baixa (2). Os dois grupos apresentaram uma resposta primaria de
curta duracdo no dia 5 apds a infeccao. Ja a partir do 16° dia, uma forte
resposta secundaria e de longa duracao foi observada no grupo 1. O teste
ELISA indireto foi capaz de detectar titulos de anticorpos positivos contra a
C. pseudotuberculosis entre o dia 6 e 11 apds a infecgdo nos dois grupos. A
afinidade pela IgG oscilou, inicialmente, em uma faixa de 15 a 45%, mos-
trando um incremento de 5% ao longo das 20 semanas de experimento.

Meyer et al. (2005) utilizaram a producao de IFN-gamma para avaliar a
resposta imune produzida contra antigenos secretados e antigenos
somaticos de C. pseudotuberculosis. Os resultados demonstraram uma
diferenca significativa na habilidade dos dois antigenos em induzir uma
resposta imune celular. A producao de IFN-gamma foi alta em reposta aos
antigenos secretados, ao contrario da resposta contra antigenos
somaticos, em que a producao de IFN-gamma foi baixa.

Os testes de diagnésticos que detectam a presenca de anticorpos séo
incapazes de diferenciar animais infectados pela C. pseudotuberculosis, de
animais uma vez expostos a infeccao, ja que nao existe correlacao entre
os titulos de anticorpos e a intensidade da infeccao (Ellis et al., 1990).
Entretanto, a utilizacdo do IFN-gamma na deteccao da resposta imune
mediada por células contra a C. pseudotuberculosis tem mostrado um
grande avanco nos testes de diagndstico e para as estratégias de
erradicacao, que propdem a eliminacdo dos animais positivos do rebanho.

Diagnéstico

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

Além deste, pode ser realizado o isolamento e a identificacdo do agente
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através do exame bacterioldgico do material caseoso drenado a partir dos
abscessos. As provas bioquimicas sdo métodos bastante simples utiliza-
dos para realizar o diagnéstico diferencial, em relacdo aos possiveis
agentes que sao encontrados no material drenado a partir dos linfonodos
de animais acometidos (Fig. 10).

Seqiiéncia de identificacdo de microrganismos Gram Positivos

Prova de Catalse: Positiva

— — —— Presenga de Endosporo: Bacillus

Iméveis: B. Anthracis—— — —

Médveis: Bacillus sp.
Ausencia de Endosporo

Corynebacterium
Actino sp. Rhodo pseudo bovis diphte- renale kuts- pseudo ulce- Listeria
myces coccus diphthe- riae cheri tuber- rans mono-
sp. equi  riticum culosis cytoge-
nes

Urease - - + + + - + + + - -
Glicose d+ d- - - - + + + + + +
Reducéo
do nitrato + + - + d - d - -
Sacarose - + -
Hemélise + + +
Hidrélise
do amido - + -
Motilidade +(25°C)
Teste de campo +(25°C)

Fig. 10. Identificacdo da Corynebacterium pseudotuberculosis através da realizacdo de provas bioquimicas

(4 /-: reacéo positiva/negativa em 90% dos casos, em 48 horas; d +/-: diferentes tipos de reacdo, com

predominancia de reacdo positiva/negativa; d: diferentes tipos de reacdo, com menos de 90% dos

casos com reacdo positiva ou negativa).
Fonte: Carter et al. (1986).
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Estudos desenvolvidos recentemente demonstram a utilizacao da técnica
de PCR (Reacao em Cadeia de Polimerase) para deteccao da C.
pseudotuberculosis diretamente do material infectante, mostrando avan-
cos no diagndstico da LC. Em um estudo conduzido por Pacheco (2006), foi
desenvolvido um ensaio de PCR-multiplex (mPCR) que amplifica, simultane-
amente, trés genes especificos da C. pseudotuberculosis: 16S rDNA (RNA
riboss6mico 16S), rpoB (subunidade beta da RNA polimerase), e p/d
(exotoxina fosfolipase D). Esse novo método permitiu a identificacdo de 40
isolados de campo de C. pseudotuberculosis, confirmada através de testes
bioguimicos. Cetinkaya et al. (2002) propuseram um teste baseado na PCR
para identificar isolados da C. pseudotuberculosis através da amplificacao
parcial da seqtiéncia do gene do RNA ribossémico 76S (76S rDNA).
Segundo Pacheco (2006), este teste apresenta algumas limitacoes,
incluindo a inabilidade de distinguir a bactéria C. ulcerans e a dependéncia
de cultivo bacteriano prévio.

Ribeiro et al. (2001) citam a puncao aspirativa com agulha fina como um
método alternativo para diagnéstico citolégico presuntivo do agente, antes
da abscedacao dos linfonodos acometidos, permitindo a adocao de medi-
das profilaticas e terapéuticas adequadas.

Em relacdo aos animais acometidos que ndo apresentam sintomatologia
clinica, deve-se lancar mao dos testes soroldgicos para deteccao de
anticorpos contra o agente causador da infeccdo. Existe uma variedade de
testes sorolégicos estudados e validados, porém, apresentando diferentes
graus de sensibilidade e especificidade, entre eles: aglutinacao indireta,
hemo-aglutinacao, teste de inibicdo da anti-hemolisina, testes de
neutralizacdao em pele de coelho, teste de imunodifusao, teste de inibicao
de hemodlise sinérgica (IHS), o “enzyme linked immunosorbent assay”
(ELISA) e o Dot-Blot. A sensibilidade de um teste é definida pela proporcao
de animais doentes que tém o resultado do teste positivo, ou seja, pela
capacidade do teste de detectar os animais doentes de um rebanho. J4 a
especificidade de um teste é definida como a proporcao de animais sadios
que tém o resultado do teste negativo, ou seja, pela capacidade do teste
em detectar os animais nao doentes de um rebanho.
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O teste de IHS foi, inicialmente, desenvolvido para o diagnéstico da C.
pseudotuberculosis em eqlinos. Baseia-se na neutralizacao da fosfolipase
D por anticorpos contra essa toxina presentes no soro de caprinos e
ovinos infectados pela C. pseudotuberculosis. A reacdo dos anticorpos
com a exotoxina impede que aconteca a hemdlise sinérgica caracteristica
com a toxina de Rhodococcus equi (Fosfolipase C) em agar sangue (Knight,
1978). Este teste mostrou-se sensivel, embora com pouca especificidade,
uma vez que, pode indicar resultados positivos em animais infectados por
outros agentes etiolégicos, como Staphylococcus aureus,
Arcanobacterium pyogenes e outros bacilos Gram positivos (Brown et al.,
1986; Brown et al., 1987).

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

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

Em estudo recente, Binns et al. (2007) desenvolveram e validaram um
teste ELISA utilizando especificidade de 100% e obtendo sensibilidade de
83% na deteccao de IgG contra C. pseudotuberculosis. Além deste, um
teste ELISA para detecgao de IFN-gamma, como marcador de imunidade
celular mediada contra a C. pseudotuberculosis foi desenvolvido por
Prescott et al. (2002) e demonstrou nao ter seus resultados influenciados
pela vacinacédo. Vaiseh (1990) desenvolveu um teste de diagnédstico
sorolégico utilizando a toxina da C. pseudotuberculosis, o Dot-Blot, com
sensibilidade de 94% e especificidade de 99%.

Prodhan et al. (1993) realizaram um experimento para comparar o teste de
IHS com o teste Dot-Blot. Das 145 amostras testadas, 36 foram detecta-
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das como positivas a partir do IHS, diferentemente do Dot-Blot, que
detectou apenas 27 amostras como positivas. As 9 amostras que apre-
sentaram resultado positivo apenas para o IHS, foram consideradas falso-
positivas, devido a reacdo cruzada com alguma outra bactéria Gram
positiva. A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que o
teste Dot-Blot é mais confidvel para deteccao da C. pseudotuberculosis,
em comparacao ao teste IHS.

Um estudo desenvolvido por Carminati (2005) avaliou a sensibilidade e a
especificidade de quatro ensaios imunoenzimaticos (ELISA), utilizando,
como padrao ouro, o isolamento microbiolégico confirmado por PCR. Foram
utilizados dois antigenos, sendo o primeiro o sobrenadante da cultura de C.
pseudotuberculosis em meio BHI e o outro obtido a partir do fracionamento
em trés fases (TPP) do sobrenadante de cultura de C. pseudotuberculosis,
no mesmo meio. A sensibilidade e especificidade do ELISA indireto BHI
foram de 98% e 98%, respectivamente, e para o ELISA indireto TPP, de
100% e 100%, respectivamente. Para o ELISA sanduiche BHI, a sensibili-
dade e especificidade foram de 86% e 84%, respectivamente, e para o
ELISA sanduiche TPP de 74% e 72%, respectivamente.

Alguns autores questionam a utilizacdo apenas de métodos sorolégicos
para o diagndstico da LC, e defendem o seu uso principalmente para
estudos epidemioldgicos (Sting et al., 1998). Segundo eles, a utilizacao de
métodos soroldégicos na tentativa de erradicacao da LC é bastante contro-
versa. Entretanto, pesquisadores como Ter Laak et al. (1992) e Dercksen
et al. (2000) preconizam a utilizacao destes testes em programas de
erradicacao da LC, para eliminacédo dos animais com sorologia positiva do
rebanho. Estes autores defendem o uso da técnica de WB para confirma-
cao dos casos suspeitos (Ter Laak et al., 1992) ou a repeticao do teste de
ELISA apds 4 semanas (Dercksen et al., 2000).

Além dos testes sorolégicos existentes, existe um teste de pele que
detecta a resposta mediada por células, através de uma reacao dérmica,
que também pode ser utilizado para o diagnéstico da LC (Brown et al.,
1986). Um alérgeno conhecido como “linfadenina”, constituido por proteina
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hidrossollvel extraida a partir de células lavadas da C. pseudotuberculosis,
foi utilizado por Langenegger et al. (1987) em 40 caprinos. Utilizando o
alérgeno em grupos de caprinos portadores e em grupos de caprinos
sadios, diferencas foram encontradas entre as respostas dos animais
doentes e sadios, mostrando assim, resultados promissores em relacdo ao
teste. Alves & Olander (1999) utilizaram células fragmentadas,
formolizadas da C. pseudotuberculosis como teste de pele e inocularam,
em diferentes intervalos de tempo, em um grupo de caprinos vacinados
com toxéide a 3%, e em outro grupo de caprinos vacinados com uma
bacterina, e depois desafiados com C. pseudotuberculosis. Nao foi obser-
vada reacdo antes da infeccao. Entretanto, apds o desafio, todos os
animais apresentaram reacao ao teste. Esses resultados sugerem que, o
teste de pele é capaz de estimular a resposta imunocelular em animais
previamente expostos a C. pseudotuberculosis, sendo, portanto, til no
diagnéstico de casos subclinicos da LC. Entretanto, os mesmos autores
afirmam que, para elevar a confiabilidade do teste, é necessaria a purifica-
cao do antigeno utilizado.

Controle

O principal aspecto relacionado ao controle da LC esta no isolamento
imediato dos animais afetados e na remocao do material infectivo antes do
rompimento do abscesso e da contaminacdo ambiental. Deve ser dada uma
importancia especial aos cuidados utilizados na drenagem cirdrgica dos
abscessos e adequada eliminacao do material, prevenindo a contaminacao
ambiental. Os animais tratados sé devem retornar ao rebanho depois da
completa cicatrizacao da lesdo. No caso de animais com abscessos
reincidentes, sugere-se que sejam eliminados do plantel.

Pelo fato do microrganismo infectante ser capaz de sobreviver e persistir
no meio ambiente por um longo periodo de tempo, sendo uma constante
fonte de infeccao para os animais (Williams, 1980), a conscientizacdo em
relacao as praticas de manejo adotadas para evitar sua disseminacao é
fundamental para o controle eficaz desta enfermidade. Essas praticas
incluem a desinfeccao dos instrumentos utilizados no manejo dos animais,
como, por exemplo, na caudectomia e na reutilizacdo dos brincos de orelha
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e tesouras de tosquia. Devem ser feitas limpeza e higienizacéo das instala-
coes, assim como dos bebedouros e comedouros. Em relacao a tosquia, os
grupos mais jovens devem ser tosquiados em primeiro lugar, e qualquer
ovino com lesdes palpaveis deve ser tosquiado posteriormente. O pus
derramado no recinto deve ser limpo e a area desinfetada. O contato
intimo dos animais apds a tosquia deve ser evitado. O banho apéds a
tosquia ndo é recomendado em rebanhos gravemente acometidos. E digna
de consideracao a adicdo de agente bactericida eficiente no liquido de
banho (Radostits et al., 2002). O estabulo nao deve conter objetos que
possam provocar lesdes cutdneas nos animais, assim como deve ser
realizado um controle de parasitos externos, com o intuito de controlar o
prurido. Deve ser realizada esterilizacdo do material cirdrgico e utilizadas
agulhas e seringas descartaveis.

Entretanto, devido a facil disseminacao deste microrganismo no meio
ambiente e contaminacao dos animais, a prevencao quanto a introducao de
animais infectados no rebanho talvez seja o melhor método de controle
desta enfermidade. Recomenda-se que a aquisicdo de animais seja feita
somente a partir de rebanho livre de LC, sendo estes mantidos longe dos
animais infectados. Segundo Batey (1986), pelo fato desta enfermidade
apresentar um longo periodo de incubacao, a separacao de animais
infectados dos animais ndo infectados se torna bastante dificil, pela prépria
condicdo da doenca que, em determinados momentos, apresenta-se com
abscessos visiveis e em outros, com abscessos internos ou sem sinais. A
introducao de um animal infectado em um rebanho leva ao aparecimento de
abscessos nos animais em um periodo de dois a trés anos conforme Ayers
(1977) e Alves & Olander (1998), citados por Costa (2002).

Vacinas

Muitos estudos vém sendo realizados para obtencao de vacinas que
induzam alto nivel de protecado aos animais, contra a LC. Estas vacinas
podem ser constituidas por células bacterianas mortas (bacterinas),
células bacterianas vivas, pela toxina inativada (toxdéide) da C.
pseudotuberculosis ou pela associacdo destes componentes, utilizando ou
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nao algum tipo de adjuvante. Além dessas, recentemente vém sendo
desenvolvidas vacinas a partir de modificacdes no material genético do
microrganismo, com intuito de obter avancos quanto a protecao imune, por
elas oferecida. Para realizar uma devida avaliacao das vacinas, a eficacia,
poténcia, seguranca, viabilidade, entre outros aspectos, devem ser levados
em consideracdo para uma boa andlise.

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

Um outro estudo realizado, posteriormente, por Paton et al. (1991),
verificou a eficacia de uma vacina que continha uma associacao de
bacterina e toxéide da C. pseudotuberculosis e ainda, toxdide da C.
perfringens tipo D e da C. tetani (“Caseous D-T"). Foi observada uma
média de 1,2 = 2 no nUmero de abscessos externos no grupo de animais
vacinados, contra uma média de 26,8 + 23,8 no grupo de animais contro-
le. Em relacdo aos abscessos internos, foi obtida uma média de 0,1 + 0,3
no grupo de animais vacinados, contra uma média de 6,8 + 5,9 no grupo
de animais controle. Os autores afirmam que a eficacia de uma vacina
contendo tanto a bacterina quanto o toxdide da C. pseudotuberculosis
tende a ser maior do que vacinas que contenham apenas células
bacterianas mortas. A partir dos resultados deste experimento, supdem
ainda que os anticorpos produzidos contra as células bacterianas mortas
ajudam a eliminar a C. pseudotuberculosis do local inicial da infeccado; e
anticorpos produzidos contra a exotoxina inativada ajudam a prevenir a
disseminacao da infeccao a partir de seu sitio original. Vale ressaltar que
nao é recomendada a utilizacdo desta vacina em caprinos, devido a seus
sérios efeitos colaterais, como febre, letargia e queda na alimentacéo e na
producao de leite (Berrier, 2002). Mesmo em ovinos, as primeiras vinte e
quatro horas apds a vacinacao podem ser seguidas de anorexia e depres-
sdo dos animais (Paton et al., 1991).
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Um estudo realizado por Stanford et al. (1998) avaliou a eficacia de duas
vacinas comerciais (“Glanvac-6” e “Case-Vac”) e uma experimental contendo
células bacterianas inativadas associadas a um adjuvante sintético (MDP-
GPD) contra LC, em Alberta, no Canada. A vacina “Case-Vac” e a vacina
experimental induziram titulos significativos de anticorpos contra a C.
pseudotuberculosis, em cordeiros, por um periodo de 12 meses apés a
vacinacao, sendo que os titulos produzidos pela vacina experimental se
mantiveram mais elevados do que os produzidos pela “Case-Vac”, neste
periodo. Os titulos de anticorpos produzidos pela “Glanvac-6" em cordeiros
nao diferiram do grupo controle. O niimero de reacdes locais foi mais elevado
em cordeiros vacinados pela “Glanvac”, em comparacao aos cordeiros
imunizados pela vacina experimental, porém nao foi observada diferenca
significativa entre as duas vacinas em relacdao ao tamanho da reacéao.

Através de um estudo realizado por Alves & Olander (1998), a eficacia de
uma vacina de toxoéide a 3% foi avaliada contra LC em caprinos. Dos 15
animais da raca Alpina com 10 semanas de idade, 10 foram vacinados,
pela via subcutanea. Duas aplicacGes foram realizadas, com um intervalo
de 14 dias. Os animais eram avaliados diariamente quanto a apresentacao
de aumento dos linfonodos e, semanalmente, amostras de sangue eram
coletadas para avaliacao soroldgica. Lesbes no local de inoculacédo foram
observadas em 4 dos 5 animais do grupo controle, e em 7 dos 10 animais
vacinados, demonstrando baixa protecao vacinal. Entretanto, as lesdes ndao
se disseminaram para outras partes do corpo no caso dos animais vacina-
dos, ao contrario do que ocorreu com 0s animais do grupo controle.

Paton et al. (1995) em uma analise da eficacia de um composto de toxdide
vacinal contra LC, relatou uma reducao no nimero, no tamanho dos
abscessos pulmonares e na disseminacado da enfermidade no rebanho. Em
estudo realizado posteriormente, Paton et al. (2003) avaliaram a efic4cia
da vacinacao contra LC, em rebanhos ovinos de Nova Gales do Sul, Vitéria
e Austrélia do Oeste. Foi observado que, somente 10% a 15% dos
produtores estavam obtendo sucesso no controle da LC a partir dos
programas de vacinacao recomendados. Além disso, os autores afirmaram
que, embora 43% dos criadores utilizassem vacina contra LC, apenas
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12% deles utilizavam-na corretamente. Com isso, concluiram que ajustes
nos programas de vacinacao iriam reduzir drasticamente os indices de
prevaléncia da LC nos rebanhos. Através da utilizacdo de questionarios, os
autores obtiveram a informacéao que, dos rebanhos avaliados, 10% utiliza-
vam uma vacina 3 em 1 (contra LC, tétano e enterotoxemia), 32% utiliza-
vam uma vacina 5 em 1 (contra tétano, enterotoxemia, hepatite necrética
infecciosa, edema maligno e carbunculo sintomético), 36% utilizavam uma
vacina 6 em 1 (contra as cinco doencas citadas e LC) e 22% dos rebanhos
avaliados nao utilizavam qualquer tipo de vacina.

Recentemente, Fontaine et al. (2006) avaliaram a eficacia de vacinas
contendo um derivado recombinante da fosfolipase D, células bacterianas
mortas pela formalina e uma outra contendo a associacao desses dois
componentes. Foi observado que as vacinas que continham separadamente
a fosfolipase D e células bacterianas mortas conferiram protecao significati-
va contra a infeccao. Mais importante que isso, a vacina que continha a
combinacéo dos dois componentes promoveu protecao absoluta contra a
infeccdo. Neste mesmo experimento, foi avaliada a eficacia de uma vacina
nao licenciada disponivel comercialmente na Unido Européia. Observou-se
uma protecao significativa contra a infeccdo, embora a disseminacao da
infeccao através do sitio de inoculacao nao tenha sido restrito, como nas
outras vacinas testadas. Entretanto, nenhum animal imunizado por esta
vacina apresentou abscessos pulmonares, eliminando, entdo, uma importan-
te via de disseminacao do microrganismo no rebanho.

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

Existem duas vacinas comerciais contra LC licenciadas para sua utilizacdo
em ovinos, nos Estados Unidos. Uma delas é a “Case-Bac” que contém
uma combinacao de bacterina e toxéide de C. pseudotuberculosis. A outra
vacina, a “Caseous D-T”, citada anteriormente no estudo de Paton et al.
(1991) contém também toxdide de C. tetani e de C. perfringens tipo D.
Berrier (2002) cita um procedimento a ser realizado, no caso de infeccao
pela C. pseudotuberculosis em caprinos, ja que estas duas vacinas nao
devem ser utilizadas nesta espécie animal. Segundo ele, inicialmente, deve
ser feito o isolamento e identificacdo do agente, para confirmar se o
agente causador dos abscessos no rebanho é a C. pseudotuberculosis.
Posteriormente, o autor sugere a producao de vacinas autégenas para o
controle da LC. A vacina autdgena é caracterizada por ser preparada a partir
de um microrganismo causador de doenca em um animal ou rebanho e,
posteriormente, utilizada nesse mesmo animal ou rebanho, para estimular a
imunidade. Antes de utilizad-la em todos os animais do rebanho, Berrier
(2002) sugere que, inicialmente, a vacina seja testada em um ndmero
limitado de animais, para verificar a eficacia e a viabilidade de sua aplicacao.

Brogden et al. (1990) conduziu um estudo para avaliacdo do efeito do
dipeptideo muramyl (MDP) na resposta imune produzida por uma vacina
contendo células bacterianas mortas (CBM) da C. pseudotuberculosis, em
ratos e cordeiros. Em ratos, a protecao induzida pela vacina estava relacio-
nada a concentracao de CBM utilizada. Utilizando-se concentracées de 10
e 25 ug, a protecédo vacinal desenvolvida foi baixa (54,7%), ao contrério da
protecao desenvolvida com o uso de concentracdes de 50, 100 e 150 ug
de CBM (78,8%). Em altas concentracées de CBM, houve um pequeno
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aumento na protecao para 82,3%, com a utilizagado de altas concentracdes
de MDP (50 e 100 ug). Entretanto, um aumento significativo na protecao
para 90%, foi observado com a utilizacao de baixas concentracées de
MDP (5 e 10 ug). Em baixas concentracdes de CBM, a utilizacdo de altas
concentracoes de MDP ocasionou um decréscimo significativo para 32%
na protecado. Porém, a utilizacdo de baixas concentracées de CBM foi
responsavel por um aumento na protecao vacinal para 72,5%. A protecao
induzida a partir de baixas concentracées de CBM e MDP foi, entao,
similar a altas concentracées de CBM sem a utilizacdao de MDP. A prote-
cao vacinal e a presenca de abscessos nos locais de aplicacao da vacina
em cordeiros, também estavam relacionadas as concentracées de CBM e
de MDP. Além disso, foi observado que em todos os cordeiros vacinados
com 1 mg de CBM associado a 50 yg de MDP, nao houve desenvolvimento
de abscessos pulmonares ou nos locais da vacinacao.

A partir dos estudos citados anteriormente, observa-se que uma série de
vacinas produzidas a partir da inativacao da fosfolipase D pela formalina, vem
sendo testada ultimamente, ja que este antigeno é considerado o principal
fator de protecdo contra a infeccao pela C. pseudotuberculosis. Entretanto, a
inativacao genética da fosfolipase D (“Toxminus”) tem-se mostrado como
uma alternativa para producao de novas vacinas contra a LC, apesar de ainda
nao existirem resultados concretos quanto a sua eficacia.

Um estudo realizado por Hodgson et al. (1999), testou a eficacia de uma
vacina com a forma geneticamente inativada da fosfolipase D, em ovinos,
com substituicdo da histidina-20 pela serina. Os resultados indicaram que
a vacina alterada geneticamente conferiu uma protecado de somente 44%
dos animais, contra uma protecdo de 95% oferecida pela vacina com
inativacao da fosfolipase D pela formalina. Segundo os autores deste
estudo, a razdo para a variacao observada entre as duas vacinas é desco-
nhecida, ja que nao havia sido constatada diferenca significativa em
relacdo aos niveis de anticorpos produzidos pelos animais.

Moore et al. (1999) avaliaram a capacidade de atuacdo do “Toxminus”
como vetor vacinal vivo, através da expressao de gens externos e inducao
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de producéo de anticorpos contra a C. pseudotuberculosis. Como resulta-
dos, os autores observaram que, em geral, os niveis de expressoes
génicas foram baixos, e aparentemente, houve uma boa tolerancia do
“Toxminus” em relacdo as proteinas recombinantes produzidas. As
expressoes génicas, entretanto, foram suficientemente altas para induzir
niveis de anticorpos especificos contra as proteinas recombinantes, a
partir da aplicacdo de uma dose Unica de “Toxminus”.

O gen p/d, que codifica a fosfolipase D e o gen aro Q da C.
pseudotuberculosis, que codifica a enzima 3-desidroquinase tipo Il, tam-
bém foram modificados com o intuito de induzir uma protecao vacinal em
ovinos, em estudo de Simmons et al. (1998). Os autores observaram que
mutantes aro Q foram incapazes de induzir a producao de IFN-gamma em
ovinos, e foram responsaveis por uma baixa producao de anticorpos contra
a C. pseudotuberculosis nesses animais. Entretanto, constatou-se uma
reducdo na severidade da enfermidade apés o desafio. J& os mutantes p/d,
induziram uma resposta imune relacionada a producao de IFN-gamma pelos
linfécitos, e niveis, relativamente altos de anticorpos.

Um estudo realizado por Chaplin et al. (1999) foi desenvolvido para avaliar a
resposta imune humoral de ovinos, a partir da utilizacao de vacinas de DNA
contendo o dominio extracelular de bovino, CTLA-4 (linfécito T citotéxico
associado a proteina 4). A funcao da utilizacdo do CTLA-4 na producéao de
vacinas de DNA esté relacionada a sua ligacdo ao antigeno de membrana
B7, das células apresentadoras de antigeno (APCs), promovendo a fusdo
dos antigenos aos sitios de inducéo da resposta imune. Conforme os
resultados obtidos neste trabalho, foi demonstrado um aumento significativo
na velocidade, magnitude e longevidade da resposta humoral, em compara-
cao aos dados obtidos a partir da alteracao genética do p/d. Em concluséo,
0s autores sugerem, como uma nova estratégia para superar a fraca
resposta imune que vem sendo associada as vacinas de DNA, a realizacao
de alteracdes genéticas que promovam a ligacdo de antigenos as APCs,
com conseqliente inducao da resposta imune nos animais.
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Tratamento

A C. pseudotuberculosis é sensivel, in vitro, a varios antibiéticos, entre
eles, penicilina, ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina e
tetraciclina (Campbell et al., 1982). Contudo, de acordo Ashfaq &
Campbell (1979), citados por Costa (2002), sua utilizacao para o tratamen-
to, in vivo, da infeccao pela C. pseudotuberculosis nao é eficaz por diver-
sas razées como, o nivel baixo do antibiético no abscesso devido a capsula
fibrosa ou a presenca de pus, e a localizacao intracelular do microrganismo
nas células fagociticas, que impede o contato com quantidades substanci-
ais de antibidtico.

O tratamento convencional da doenga consiste na drenagem e cauterizacdo
guimica dos abscessos, utilizando-se solugdo de iodo a 10%. Apds isolamento
do animal, tricotomia e assepsia do local, deve ser realizada uma incisao
vertical longa na regido mediana ao bordo inferior do abscesso para facilitar a
drenagem e limpeza interna do mesmo. Retira-se todo o material purulento,
tendo o cuidado para armazené-lo em saco plastico, ou balde. Injeta-se
solucdo de iodo a 10% externa e internamente, e recomenda-se colocar uma
gaze com a mesma solucao dentro da lesdo, com o objetivo de absorver o
restante de material infectivo e ao mesmo tempo, facilitar a cicatrizacdo da
lesdo. O animal deve ser mantido isolado. A gaze deve ser trocada em 24
horas e o procedimento repetido mais duas vezes. Queimar e enterrar o
material purulento e desinfetar os instrumentos em alcool a 70% por imersao
e flambar. Cuidados especiais devem ser tomados para evitar a contaminacao
ambiental prevenindo a disseminacao do agente (Alves et al., 1997) e para
proteger o pessoal envolvido no manejo dos animais, ja que existem relatos na
literatura de infeccdo humana pela C. pseudotuberculosis.

Bulgin (1998), citado por Anderson et al. (2005) descreveu a utilizacao de
solucéo de formalina a 10% como técnica alternativa para o tratamento da
LC. Porém, o uso de “autovacinas” em animais destinados ao consumo
humano é controverso devido ao risco da formalina ser introduzida na cadeia
alimentar.
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Perspectivas Futuras

O campo voltado para a pesquisa relacionada a LC e ao seu agente causa-
dor ainda é amplo, almejando alcancar seu completo entendimento, e
consequentemente obter o controle eficaz da enfermidade.

As perspectivas de pesquisas em relacdo a LC baseiam-se em alguns
pontos principais. Entre eles, estao incluidos o estudo da cinética da respos-
ta imune em caprinos e ovinos, em diferentes faixas etérias; a avaliacdo do
tipo de vacina e veiculo; o estudo da eficacia das vacinas existentes sob
condiclOes naturais de exposicoes a doenca e em ambiente controlado; a
caracterizacao bioquimica e genética de cepas da C. pseudotuberculosis da
regido; a caracterizacao e a identificacdo dos principais antigenos da C.
pseudotuberculosis reconhecidos por anticorpos presentes nos soros de
caprinos e ovinos infectados naturalmente ou imunizados contra a LC; o
estudo da relagdo entre o padrao de reconhecimento de antigenos da C.
pseudotuberculosis nas diferentes fases evolutivas da doenca; a producao
de vacina de DNA contra a LC e realizacado de testes em camundongos,
caprinos e ovinos; e, finalmente, a implantacao e a avaliacdo de programas
de controle baseados na vacinacdo, associados as boas praticas de produ-
cado em regides e propriedades, no meio real.
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