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ZAMPROGNA, T.O. Ocorréncia, caracterizacdo fenotipica e genotipica de
linhagens de Corynebacterium pseudotuberculosis isoladas de linfonodos de
ovinos com e sem linfadenite. Botucatu, 2012. 64p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, SP,
Universidade Estadual Paulista.

Resumo:

A linfadenite caseosa ovina se caracteriza pela complexidade etioldgica,
embora Corynebacterium pseudotuberculosis seja considerado 0 micro-
organismo mais frequentemente isolado de ovinos e caprinos em Varios paises.
O exame microbiologico ainda € considerado o método mais pratico na rotina
de diagnéstico da doencga, porém a citologia aspirativa com agulha fina (CAAF)
vem sendo utilizada nos ultimos anos no diagndstico a admissdo de animais
em exposi¢cdes com sinais clinicos da doenca. Recentemente, o diagndstico
molecular tem-se mostrado promissor na identificacdo do micro-organismo e
biovares. O presente estudo investigou a ocorréncia de micro-organismos, a
caracterizacdo fenotipica e genotipica de linhagens de Corynebacterium
pseudotuberculosis isoladas de linfonodos de ovinos com e sem linfadenite.
Foram citoaspirados 197 linfonodos de ovinos apresentando linfadenite
(submandibulares, parotideos, pré-femorais, popliteos, pré-escapulares)
sugestivos, clinicamente, de linfadenite caseosa, visando o diagnostico
microbiolégico e citolégico. Os animais eram provenientes de 14 rebanhos da
regido centro oeste e sudoeste do estado de Sao Paulo. Paralelamente, foram
colhidos 202 linfonodos viscerais (mesentéricos e/ou mediastinicos), sem sinais
aparentes de linfadenite, obtidos na linha de abate de frigorifico. O material
colhido de todos os animais com e sem linfadenite foi submetido ao cultivo
microbiolégico e exame citolégico. Os isolados de C. pseudotuberculosis foram
submetidos ao teste de sensibilidade microbiana “in vitro” frente a ampicilina,
azitromicina, ceftiofur, enrofloxacino, eritromicina, florfenicol, penicilina G,
rifampicina e sulfadiazina/trimetoprim, além da confirmacdo diagndstico pela
PCR-multiplex para deteccdo dos genes 16S rRNA, rpoB e pld.
Adicionalmente, foi realizado inquérito epidemiologico dos principais fatores de
risco associados a linfenite caseosa nos criatérios. Foram isoladas 86
linhagens de C. pseudotuberculosis, das quais 64 (74,0%) foram confirmadas
como C. pseudotuberculosis pela PCR-multiplex No diagnéstico citoldgico
foram consideradas positivas 97 (49,2%) amostras que possuiam micro-
organismos pleomoérficos ou de aspecto “corineforme”. Das 202 amostras
colhidas de linfonodos mediastinicos e mesentéricos de ovinos de abatedouro
foi observado predominio de isolamento de estafilococos, estreptococos e
enterobactérias. Em nenhuma destas amostras foi isolado C.
pseudotuberculosis. Foi observado alto “odds ratio” e associacdo estatistica
(P<0,05) para a presenca da doenca em ovinos em idade reprodutiva, em
propriedades com histérico de comercializacdo de animais. Infere-se no
presente estudo o predominio de C. pseudotuberculosis na casuistica da
linfadenite caseosa ovina na regidao estudada. Apesar da alta sensibilidade “in
vitro” de C. pseudotuberculosis aos diferentes antimicrobianos testados, o
tratamento da doenca geralmente é ineficaz, indicando a necessidade de
adocao de medidas rigorosas de profilaxia e controle da doenca nos criatorios,
particularmente quanto & movimentagdo de animais. Foi observada também
boa concordancia entre a CAAF e o cultivo microbiolégico, e entre o cultivo



microbioldgico e a PCR, reforcando que a associacdo de métodos aumenta a
eficacia do diagnoéstico de C. pseudotuberculosis na linfadenite caseosa ovina.

Palavras chave: Linfadenite caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis,
Microbiologia.
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Abscract:

Caseous lymphadenitis is an infectious disease which etiology is considered
very complex, even with frequently isolation of Corynebacterium
pseudotuberculosis from lesions in both sheep and goats. The main sources of
infection are infected animals in the herd and lymphadenitis is the most
important clinical sign, from which the disease is known.

Microbiological culture is still the most suitable test for routine diagnostic,
however fine needle aspiration cytology (FNAC) is being widely applied in
recent years as triage to assess possibly infected animals. Further, molecular
diagnostic has been promising in identification of the microorganism and its
respective biotypes

In the present study, 14 sheep herds were evaluated. From the total of
animals,197 sheeps presented enlarged lymph nodes (submandibular,
superficial parotid, prefemoral, popliteal, prescapular) suggesting presence of
existing disease. Fine needle aspiration citology was performed in animals with
lymphadenitis in order to collect samples for microbiological and cytological
exams. Therefore, 202 visceral lymph nodes (mesenteric and mediastinic) were
collected from slaughtered sheep without signs of lymphadenitis.

All lymph nodes were submitted to cytological evaluation, microbiological
culture and, in samples where the pathogen was obtained, traditional
polymerase chain reaction (PCR) and antimicrobial resistance test were also
performed. In culture, 86 samples presented the isolation of C.
pseudotuberculosis, from which, 64 (74%) were confirmed as C.
pseudotuberculosis by PCR and 22 (26%) as negative. The cytology presented
caracteristics of pleomorphism in 97 (49.2%) of the samples whilst 100 (50.8%)
lymph nodes did not present any cytological modification. Among the lymph
nodes obtained from carcasses, no C. pseudotuberculosis isolation was
observed. Moreover, the isolates submitted to antimicrobial resistance test
presented high susceptibility to all antimicrobials tested (ampicillin,
azithromycin, ceftiofur, enrofloxacin, erythromycin, florfenicol, penicillin G,
rifampicin and sulfadiazine-trimethoprim. Additionally, we conducted an
epidemiological survey of the main risk factors associated with caseous
lymphadenitis in farms. We isolated 86 strains of C. pseudotuberculosis, of
which 64 (74.0%) were confirmed as C. pseudotuberculosis by PCR-multiplex in
cytological diagnosis were considered positive 97 (49.2%) samples that had
micro-organisms or aspect pleomorphic. Of the 202 samples taken from
mediastinal and mesenteric lymph nodes of sheep slaughterhouse was
observed prevalence of isolation of staphylococci, streptococci and
enterobacteria. In none of these samples was isolated C. pseudotuberculosis.
We observed a high "odds ratio" and statistical association (P <0.05) in the
presence of the disease in sheep reproductive age in herds with marketing of
animals. Despite the high sensitivity "in vitro" of C. pseudotuberculosis to
different antimicrobials, treatment of disease is usually ineffective, indicating the
need to adopt strict measures to prevent and control the disease in farms,



particularly as to the movement of animals. It was also observed good
agreement between FNAC and microbiological culture and between
microbiological culture and PCR, reinforcing the association of methods
increases the diagnostic efficacy of C. pseudotuberculosis in ovine caseous
lymphadenitis.

Key Words: Caseous Lymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis,
Microbiology.



LISTA DE FIGURA

Figura 1. Principais linfonodos acometidos pela infeccdao por C.

pseudotuberculosis na eSPEcie OViNa..........cceeeeeeiiiiiiiiiiiiiieiieeeee 19



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Micro-organismos isolados de 197 linfonodos citoaspirados de
0Vinos. Botucatu, SP, 2012 ...t 33

Tabela 2. Associacdo do isolamento microbiolégico de Corynebacterium
pseudotuberculosis e a citologia aspirativa com agulha fina (CAAF)
em linfonodos de ovinos. Botucatu, SP, 2012..............ccevvvvvvviiiinnnnns 34

Tabela 3. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” de 86 linhagens de
C. pseudotuberculosis isoladas de linfonodos de ovinos. Botucatu,
S, 2002, 35

Tabela 4. Micro-organismos isolados, em cultura pura ou em associacao,
em 202 amostras de linfonodos mediastinicos e mesentéricos sem

lesdo aparente de ovinos de abatedouros. Botucatu, SP, 2012.....36

Tabela 5. Identificacdo de C. pseudotuberculosis no cultivo microbiano,
CAAF e PCR em ovinos com linfadenite e em linfonodos de ovinos

de abatedouro sem sinais aparentes de linfadenite. Botucatu, SP,



LISTA DE ABREVEATURAS E SIMBOLOS

% - Porcentagem

Mg — Micrograma

ML — Microlitro

pm — Micrémetro

® - Marca registrada
°C — Graus Celsius

ASPACO - Associacao Paulista dos Criadores de Ovinos
ATCC - American Type Culture Collection

BHI — Brain Heart Infusion

CAAF — Citologia aspirativa por agulha fina

CAMP — Christie, Atkins, Munch e Petersen

CLSI — “Clinical and Laboratory Standards Institute”

C. pseudotuberculosis — Corynebacterium pseudotuberculosis
C. ulcerans — Corynebacterium ulcerans

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

ELISA - Enzyme Linked immunosorbent assay

H.S04 — Acido sulfarico

HCI — Acido cloridrico

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

mg - miligrama

mL- mililitro

mm — milimetro

mM — milimol

mPCR — Multiplex PCR

Mol — molar

NaCl — Cloreto de sddio

NaOH — Hidr6xido de sbdio



OR — Odds Ratio

PCR — Reacdo em cadeia pela polimerase

pld - Exotoxina fosfolipase D

PRA — PCR restriction assay

rpm — Rotag¢des por minuto

rpop — Gene de estudo em relacédo filogenética
rRNA — RNA ribossomal

X% — Qui quadrado



SUMARIO

IO 1011 (T [F o o OSSOSO 16
2. REVISEOD A HEEFAIUIA ....e.veviive ettt b ettt bbbt b et b e 18
N = (o] (oo - WO O T SO S TS OTTSO TSP POURT PRSP 18
B o] [0 (< g TTo] (oo - RSOOSR 20
B o 1 (oo [ - PSPPSRI 23
O O 113 o OSSOSO 24
2.5, DIAGNOSTICO. ... ettt ettt sttt ettt ettt ettt et et s e b b e et e Rtk eE ek b et bbbkttt E et et enenas 26
2.6, TTATAMEINTO. ... ittt ettt h e bttt e bt et e e ae e e he e eb £ e bt ea b e ebs e e beeseeshe e sbeenbe e e e emnesaeeenbennee e 28
R O] 011 o] = OO OSSPSR PRSP 30
2.8, SAUAE PUBIICA ...ttt et bbb b ettt b et b ettt 31
B ODJBLIVOS ..t bbb bbbt ettt b 33
TN I =] - | OSSOSO PR USRS 33
B ) 1= od oo L PSPPSRSO 33
A, MALEITAL € MEBLOUOS ... vttt e b ettt b bbbt bbbt b et b et ne b e 34
4.1, CriatOrioS 08 OVINOS......ceiveriiririereireiietestestestetesteseatessesessessesessestessesesseseatesaetasbessesessesbessesesseseasesearesseseas 34
4.2. Animais e Colheita de MALErIAl .........coiiiieii et bbb 34
4.3. Diagnostico microbioldgico de C. pseudotuberculosis e outras bactérias............ccooevvvvveieicnvesnenenne. 35
4.4. Cultivo microbioldgico de MyCODAtEriUM SP. ..oc.vivieereieeieieieeses et sreens 36
4.5. DiagnOStiCO CIOIOGICO ... .. veviuiiieiiiitee ittt ettt ettt s bbb n e et es 37
4.6. Perfil de sensibilidade microbiana “in VItr0” ..o 37
4.7. Deteccdo molecular de isolados de C. pseudotuberculoSis ..........ccuvviiireiiiene e 37
4.8. Célculo Amostral @ analise eStAtISTICA .........veiviiiiriiire e e 39
LI ST L7 To o 13RSI 40
LT LT (XY o J OOV U URURRVRURURRON 45
T CONCIUSBES ...ttt ettt sttt sttt b ettt b et et e et et e e b s b et e b e b s b e st e ket e b e e b et e be st e ne et e benbene b 52
8. RefernCias BibHOGrATiCaS. ......ccvviiiieiiiesc ettt st nn e seesaenrenrenne s 54



1. Introducéo

Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticadas
pelos humanos. A criagdo de ovinos nos primordios tinha a finalidade de
producdo de alimento, principalmente pelo consumo da carne e do leite, e
utilizacao da la para confeccéo de roupas (CARVALHO et al., 2008).

A ovinocultura estd presente em praticamente todos o0s continentes,
criada de forma expressiva na Asia, Africa e Oceania, nos quais a ampla
difusdo da espécie se deve principalmente a capacidade de adaptacdo a
diferentes climas, relevos e vegetacOes. Paises como Australia e Nova
Zelandia sdo reconhecidos por desenvolverem sistemas de criacdo
caracterizados por alta produtividade e ragas especializadas que se difundiram
pelo mundo, impulsionando a exploracdo econdmica mundial da ovinocultura
(OTTO DE SA e SA, 2011).

A producéo de ovinos também é notéria na Europa e na América do Sul
com criacdes desenvolvidas principalmente sobre pastagens naturais. Na
América do Sul, a ovinocultura se notabiliza por rebanhos de ragas mistas que
produzem |& e carne comercializados no mercado nacional e internacional
(McMANUS, 2010).

O Brasil possui 17,3 milhdes de cabecas ovinas distribuidas por todo o
pais. Os criatérios se concentram em grande namero no estado do Rio Grande
do Sul e na regido nordeste (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-
IBGE, 2010). No entanto, mudancgas no cenario da ovinocultura nacional vém
ocorrendo na ultima década, e os estados de S&o Paulo, Parana e da regido
centro-oeste tém apresentado desenvolvimento expressivo na atividade. Outro
exemplo pratico que sinaliza o avango na criacdo de ovinos nestas regides é
representado pelo estado de S&o Paulo, que entre 1970 e 2008 revelou
crescimento de 361,9% na ovinocultura, aumentando de 98.126 mil ovinos para
453.261 mil animais. Tais dados refletem como a criagdo de ovinos tem se
tornado importante no contexto nacional e também para a economia das
regides com intensificacao da criacdo (NICIURA et al., 2010).

O desenvolvimento da producdo ovina no Brasil, principalmente nos

estados do centro-oeste e sudeste, modifica uma caracteristica peculiar
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nacional que era a producdo de subsisténcia. Nas ultimas décadas, os animais
eram criados no pais de forma extensiva, atendendo apenas o consumo local
ou como complemento da produgdo bovina (JUNIOR et al.,, 2010). Em
contraste, com o0 desenvolvimento da producdo de ovinos, determinados
problemas sanitarios tem-se tornado preocupantes na criacdo da espécie.
Neste contexto, a linfadenite caseosa figura dentre as principais doengas
bacterianas que acometem os rebanhos ovinos em todo o mundo (RADOSTITS
et al., 2007). A doenca causa prejuizos econdmicos significativos nos criatorios,
advindos da depreciacdo da pele e 1, queda na producdo de leite e carne,
descarte precoce de animais e carcacas, bem como morte ocasional de
animais (WILLIAMSON, 2001; ARSENAULT et al., 2003; PUGH, 2005; MOTTA
et al. 2010).

A linfadenite caseosa ovina se caracteriza pela complexidade etiologica,
embora Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis) seja
considerado o micro-organismo mais frequentemente isolado de ovinos e
caprinos em varios paises (PUGH, 2005; SMITH, 2006; RADOSTITS et al.,
2007). No Brasil, os estudos tém sido conduzidos baseados principalmente na
caracterizacdo fenotipica dos isolados (ANDRADE, 2007), em linfonodos de
ovinos com lesfes aparentes (RIBEIRO, 2009).

O presente estudo investigou a ocorréncia, a caracterizacao fenotipica e
genotipica em linhagens de C. pseudotuberculosis isoladas de linfonodos de

ovinos com e sem linfadenite.
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2. Revisao da literatura

2.1. Etiologia

Diferentes micro-organismos ja foram descritos envolvidos na linfadenite
infecciosa em ovinos. C. pseudotuberculosis € considerado o0 mais prevalente,
seguido de outros micro-organismos como Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa, enterobactérias, estafilococos e estreptococos (PUGH, 2005;
SMITH, 2006; RADOSTITS et al., 2007).

C. pseudotuberculosis €é reconhecido como bactéria intracelular
facultativa, pertencente ao grupo dos actinomicetos aerébios, que contemplam
outros patdgenos de relevancia em medicina veterinaria, incluindo
Rhodococcus equi e o0s g¢géneros Nocardia e Dermatophilus. C.
pseudotuberculosis se apresenta sob a forma de pequenos bacilos
pleomorficos, gram—positivos, entre 0,5-0,6 um a 1-3 um, ndo esporulados,
desprovidos de capsula. Sado considerados anaerobios facultativos. Apesar do
micro-organismo tolerar aerobiose em meios de cultura, preferencialmente é
cultivado em condi¢cdes de microaerofilia. Na coloracdo de Gram, Giemsa ou
Panotico, o micro-organismo assume aspecto de “letras chinesas”. Nos exames
microbiol6gicos apresenta reacdo positiva para urease, glicose e maltose, e
sacarose negativa. Nao hidrolisam a esculina e caseina. Sao micro-organismos
catalase positivos e oxidase negativos (QUINN et al., 1994, 2005; DORELLA et
al., 2006; MOTTA et al., 2010).

Sao descritos dois biovares ou biotipos de C. pseudotuberculosis
denominados ovis e equi, diferenciados primariamente com base em
caracteristicas  fenotipicas (bioquimicas). O biovar ovis acomete
preferencialmente 0s ovinos e caprinos, e caracteristicamente nao reduz o
nitrato a nitrito (nitrato—negativo), enquanto o biovar equi € observado em
lesGes tegumentares em equinos e € nitrato—positivo. A variacdo destas
biovariantes pode refletir em diferencas na patogenicidade do micro-organismo
em animais domeésticos. Nos ultimos anos, o0 uso de técnicas moleculares como
a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e 0 uso de enzimas de restricdo

tem confirmado a classificagdo bioquimica classica do micro-organismo nos
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biovares ovis e equi, como base na reducdo ou ndo do nitrato, ratificando a
fidedignidade dos testes fenotipicos no diagnéstico (DORELLA et al., 2006).

O isolamento microbiano de C. pseudotuberculosis pode ser obtido em
meios convencionais como o agar suplementado com sangue ovino ou bovino
(5%) desfibrinados, preferencialmente em condicdes de microaerofilia, a 37°C.
A partir de 48-72 horas sao observadas colonias diminutas (0,5 mm de
didmetro), com estreito halo de beta—hemolise, ressecadas, aderidas ao meio,
de coloragédo esbranquicada ou opaca que, com o envelhecimento, assumem
tonalidade amarelada (QUINN et al., 1994, 2005).

C. pseudotuberculosis contém lipideos na parede bacteriana ou &cidos
corinomicolicos, a semelhanca dos acidos micdélicos presentes na estrutura dos
géneros Nocardia, Rhodococcus e Mycobacterium (BAIRD, 2003). Entretanto,
ndo apresenta alcool-acido resisténcia, propriedade caracteristica das
micobactérias (BATEY, 1986; BAIRD e FONTAINE, 2007). A fracédo lipidica da
parede deste grupo de bactérias dificulta o processo de fagocitose, pois impede
a hidrdlise enzimatica dos lisossomos e potencializa os efeitos citotdxicos no
hospedeiro. Esta porcéo lipidica esta diretamente relacionada a caracteristica
piogénica das afeccdes por C. pseudotuberculosis, reconhecida como fator
determinante na viruléncia do micro-organismo (WILLIAMSON, 2001; MEYER
et al., 2005). A composicao da parede celular dos actinomicetos, incluindo C.
pseudotuberculosis, confere a este grupo de patdgenos a capacidade de
resisténcia ambiental por longos periodos, mesmo sob situacdes adversas de
exposicdo a luz solar direta ou dessecacdo (BAIRD e FANTAINE, 2007). C.
pseudotuberculosis mantém-se viavel por até 55 dias em utensilios de uso em
animais, contaminados por pus, ou até oito meses em ampla variacdo das
condicOes de temperatura e umidade (WINTER, 1997; COSTA, 2002).

As linhagens de C. pseudotuberculosis possuem diferentes fatores de
viruléncia, que incluem exotoxinas (fosfolipase D, esfingomielinase,
dermonecrotoxinas e hemolisinas) e componentes da estrutura da parede
bacteriana, que possibilitam a permanéncia da bactéria no interior do
citoplasma de fagocitos e a inducdo de reacgdes piogranulomatosas. A
capacidade de manter-se viavel no interior de fagocitos esta intimamente

relacionada a elevada concentracao de lipidios e a presenca de glicoproteinas
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na parede bacteriana, que dificultam a fagocitose (DORELLA et al., 2006;
MOTTA et al., 2010).

A enzima fosfolipase D é uma importante exotoxina que tem capacidade
de causar vasodilatacao e favorecer a disseminacdo de C. pseudotuberculosis
pelo sistema linfatico. Possui também funcdo litica para eritrocitos, efeito
dermonecrotico e, quando secretada em grande quantidade, pode ser letal ao
hospedeiro (BAIRD e FONTAINE, 2007). A acao desta exotoxina ou citolisina
resulta na destruicdo das fosfolipases da membrana dos eritrécitos e
consequente liberacdo do ion ferro, importante cofator de multiplicacdo da
maioria das bactérias. A producdo da fosfolipase D pode ser observada no
teste classico de CAMP (Christie, Atkins, Munch e Petersen), utilizado como
auxiliar no diagnostico microbiol6gico. A semeadura perpendicular de C.
pseudotuberculosis e linhagem de Rhodococcus equi resulta em efeito de
hemolise sinérgica (reacdo de CAMP positivo) no meio de agar sangue ovino
ou bovino (5%) desfibrinado, visualizado pela formacéo de “ponta de seta” na
interseccéo das semeaduras, a partir de 48 horas de incubacdo, em condi¢des
de microaerofilia ou aerofilia, a 37°C (QUINN et al., 1994, 2005).

2.2. Epidemiologia

Dentre os diferentes problemas de saude que afetam a criacdo de
pequenos ruminantes, a linfadenite caseosa assume posicdo de destaque. A
doenca em ovinos ocorre em praticamente todo o mundo, notadamente nos
paises com criacdo expressiva de pequenos ruminantes, que incluem a
Austréalia, Nova Zelandia, certos paises da Europa, sul da Africa, Reino Unido e
Ameéricas (KOMALA et al., 2008).

Os ovinos sao naturalmente susceptiveis a doenca. A prevaléncia
aumenta com a idade dos animais, provavelmente em virtude do maior risco de
exposicao ao agente no ambiente e/ou contato com animais infectados.

No Brasil, estima-se que a doenca ocorra entre 2 a 50% dos rebanhos,
particularmente nas regides nordeste e sul (RIBEIRO et al., 1988; RIBEIRO et
al.,, 2001; DOMINGUES e LANGONI, 2001; CARVALHO et al., 2008). C.

pseudotuberculosis ja foi investigado e caracterizado fenotipicamente em varios
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estados da federacdo: Bahia (COSTA et al., 1973), Rio Grande do Sul (SILVA
et al., 1982), Ceard (UNANIAN et al.,1985), Rio de Janeiro (LANGENEGGER e
LANGENEGGER, 1991), Minas Gerais (GUIMARAES et al., 2009; SEYFFERT
et al., 2010) e Sao Paulo (CARMO et al., 2009).

Estima-se que a prevaléncia seja elevada nos rebanhos nordestinos e
que a doenca clinica possa atingir 30% dos animais nesta regido (COSTA et
al., 1973). Bento e Zoni (1986) registrou em alta ocorréncia a linfadenite
caseosa em rebanho leiteiro de cabras confinadas no Rio de Janeiro, enquanto
Guimardes et al. (2009) notificaram 70,9% de ovinos infectados por C.
pseudotuberculosis no estado de Minas Gerais.

A regido sudeste experimentou recentemente o aumento significativo da
ovinocultura, notadamente nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais. A
introducdo nos plantéis de animais de outros estados, ou mesmo de outros
paises, adquiridos sem o devido controle, aliada a negligéncia do periodo de
quarentena, certamente favoreceu o aumento do contdgio de C.
pseudotuberculosis nos criatérios de ovinos da regido sudeste do pais.

Os prejuizos com a linfadenite nos rebanhos sdo elevados e estédo
relacionados com a menor qualidade da pele e da |&, condenacao de carcacas,
diminuic&o da producao de leite e carne, subfertilidade ou reducéo dos indices
de fertilidade do plantel, e descarte precoce de animais. Ainda a doenca
provoca reducdo dos nascimentos, baixo peso dos borregos ou cabritos a
desmama, gastos com tratamentos, reposicdo de animais e honorarios
profissionais, além da morte ocasional de animais jovens e adultos com
infeccdes disseminadas (DOMINGUES e LANGONI, 2001; CARVALHO et al.,
2008).

A principal fonte de infec¢do de C. pseudotuberculosis para 0os pequenos
ruminantes sdo os préoprios animais infectados, que eliminam o micro-
organismo por abscessos localizados na pele, a partir de secre¢cbes dos
linfonodos ou oro—nasais, contaminando abundantemente o ambiente. O micro-
organismo também ¢é eliminado pelas fezes e pelo leite. No pasto, fezes e solo,
ao abrigo da luz solar direta e em locais umidos, a bactéria pode manter—se
viavel por meses, até anos. Na agua estagnada no interior de banhos de

imersdo mantém-se infectante por 4 a 5 meses. Ademais, permanece viavel
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por cerca de dois meses em fomites, equipamentos e utensilios de uso comum
nos animais (RADOSTITS et al., 2007; MOTTA et al. 2010).

A principal forma de transmissdo da doenca € representada pela
presenca de lesdes na pele ou solu¢cdes de continuidade, que facilitam o
contadgio do micro-organismo por via transcutanea, proveniente do ambiente
contaminado, de material purulento de linfonodos e/ou da pele de animais
infectados. A transmissao ocorre também por lesdes provocadas por plantas
cactaceas ou alimentacdo com gramineas ou forrageiras ressecadas (RIET-
CORREA, 2001). Alternativamente, a transmisséo ocorre pelo contato direto de
animais sadios com aerossOis emanados por animais com pneumonia.
Paralelamente, a ingestdo de agua e alimentos contaminados por material
purulento dos animais também deve ser considerada na transmissdo da
doenca (PUGH, 2005).

Para os ovinos, os principais fatores de risco da doenca séo
representados pela tosquia, banhos de imersdo e procedimentos como
caudectomia ou aplicacdo de brincos. Os banhos de imersdo sado apontados
como a principal forma de transmissdo em criatorios, em virtude da
contaminacdo da solucdo dos banhos por secrecdes respiratérias, ou por
conteudo purulento de abscessos de pele e de linfonodos, particularmente se
esta prética € realizada apdés a tosquia dos animais. A contaminacdo das
maquinas de tosquia € outra forma comum de disseminacdo do micro-
organismo nos criatorios. A tosquia frequentemente determina lesées ou
solugdes de continuidade na pele dos animais, que facilitam a penetracao do
organismo no tegumento (RADOSTITS et al., 2007).

A contaminagdo de utensilios de uso comum nos animais como
tesouras, aparelhos de colocacdo de brinco, pingcas de casco, laminas de
bisturi, agulhas, entre outros equipamentos perfurocortantes que promovem
agravos no tecido cutaneo e subcutaneo, também s&o considerados relevantes
na transmissdo da bactéria. A contaminacdo de ferimentos apés praticas
cirdrgicas de rotina como castracao, corte de cauda e descorna também estéo
associados a ocorréncia da linfadenite caseosa (PUGH, 2005). O héabito de
alimentar os pequenos ruminantes em instalacdes providas de canzil pode
determinar também abrasfes ou escoriacdes na regido da escapula, na altura

do contato com o canzil, promovendo a infeccdo local da pele, e subsequente
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drenagem do micro-organismo preferencialmente para o linfonodo regional
(RIBEIRO et al., 2001).

A ndo remocao das fezes, a manutengcdo no ambiente de cama dos
ovinos por periodo prolongado, a deficiente exposicdo de capris e apriscos a
luz solar direta, o excesso de umidade e alta lotacdo animal sdo fatores que
aumentam a carga de contaminagcdo ambiental nos criatorios e,
consequentemente, dos riscos de infeccdo decorrentes da contaminacdo de
alimentos, agua, equipamentos e/ou utensilios (PUGH, 2005; RADOSTITS et
al., 2007).

2.3. Patogenia

Apéds a invasao pela pele ocorre a fagocitose da bactéria por neutréfilos
e macrofagos locais. Estes fagocitos ndo conseguem inativar completamente o
micro-organismo, devido a presenca de lipidios e &acido corinomicélico na
parede bacteriana que resistem as enzimas lisossomais, propiciando a
manutencdo intracitoplasmética do organismo nestas células de defesa.
Dependendo da viruléncia da linhagem, da carga infectante bacteriana, da
espécie ou mesmo da higidez do animal susceptivel, a bactéria pode ficar
restrita ao tecido cutdaneo e subcutaneo, ou ser drenada para os linfonodos
regionais. Dos linfonodos regionais pode disseminar-se para o6rgaos. Em
infeccdes naturais, poucos dias apos a infeccao natural as linhagens virulentas
podem ser encontradas nos linfonodos regionais (MCKEAN et al.,, 2007;
RADOSTITS et al., 2007).

Eckersall et al. (2007) referiram que apds a disseminacéo por via linfo—
hematica, C. pseudotuberculosis atinge varios 6érgaos, causando diferentes
manifestacdes clinicas, geralmente de evolugcdo crbnica. Os pulmdes sdo o
principal érgdo-alvo apdés a disseminacdo do micro-organismo a partir dos
linfonodos regionais, determinando alta letalidade. Ocasionalmente, 0 micro-
organismo causa abscessos no figado, rins, baco, coracdo, encéfalo, intestino,
peritdnio, linfonodos mesentéricos e mediastinicos (PUGH, 2005; SMITH,
2006).

As infeccbes por C. pseudotuberculosis induzem reacoOes
piogranulomatosas de dificil resolucdo tecidual. Os piogranulomas possuem
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disposicéo celular peculiar, constituida pelo agente no interior da lesdo — livre
ou no interior do citoplasma de fagécitos — disperso em grande quantidade de
caseum, circundado por macréfagos modulados em células epitelidides e
neutréfilos. Secundariamente, apresenta outras ceélulas como linfécitos e
plasmactios, delimitado externamente por capsula fibrosa (MCKEAN et al.,
2007).

A infeccdo por via oral (consumo de 4gua ou alimentos contaminados)
ou respiratéria (inalacdo de aerossois) leva a infeccdo da mucosa local e
drenagem do micro-organismo para os linfonodos regionais. A semelhanca da
infeccdo cutanea, por via oral a bactéria pode ficar restrita aos linfonodos
regionais ou disseminar—se pelo organismo, determinando a formacdo de
abscessos em 6rgaos (PUGH, 2005; MOTTA et al., 2010).

2.4. Clinica

Em ovinos e caprinos as manifestagcbes clinicas sdo causadas
principalmente pelo biovar ovis. No Brasil, com base em métodos fenotipicos,
Abreu et al. (2008) identificaram o biovar ovis na totalidade de 31 linhagens de
C. pseudotuberculosis isoladas de ovinos e caprinos provenientes do sertdo de
Pernambuco.

Clinicamente, o sinal mais caracteristico € a linfadenite, que da nome a
doenca. O pus proveniente dos linfonodos e abscessos apresenta aspecto
denso, pastoso, de coloragcdo branco—amarelada a creme—esverdeada, sem
odor desagradavel ou puatrido. Comumente sdo afetados os linfonodos
submandibulares, parotideos, retrofarinegeos, pré-escapulares, pré-femorais,

inguinais e popliteos (Figura 1).
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Figura 1. Principais linfonodos acometidos pela infeccdo por C.

pseudotuberculosis na espécie ovina.

A complicacdo mais preocupante dos casos de linfadenite é
representada pela disseminacdo da bactéria dos linfonodos regionais para
diferentes 6rgdos (RADOSTITS et al., 2007).

As principais afeccbes desenvolvidas pelo micro-organismo nos casos
de disseminacdo sistémica sdo: pneumonia abscedante, enterite, nefrite e
hepatite. Nos casos de disseminagcdo do micro-organismo, a reacdo dos
linfonodos regionais acompanha o acometimento do érgao—alvo. No entanto,
0s animais podem apresentar infeccdo sistémica de oOrgaos e tecidos sem,
necessariamente, apresentarem aumento de linfonodos palpéaveis
externamente. Estes animais tendem a desenvolver a forma crénica da doenca,
que € caracterizada por emagrecimento e debilidade progressiva, também
denominada “forma visceral” ou “sindrome da ovelha magra” (PUGH, 2005;
MOTTA et al., 2010).

Em propriedades endémicas cujo ambiente, equipamentos e utensilios
estdo macicamente contaminados, 0s animais recém-nascidos podem
apresentar infeccdo umbilical. Nestas propriedades, numero variavel de
animais também desenvolve abscessos de pele notadamente na regido de
cabeca e pescoco, aliado a presenca de alopecia local, associados ou nédo ao
desenvolvimento de linfadenite regional e acometimento de Grgaos

(RADOSTITS et al., 2007).
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2.5. Diagndéstico

O diagnostico de rotina da linfadenite caseosa em ovinos é
fundamentado nos achados clinico—epidemiolégicos, apoiado em exames
laboratoriais subsidiarios, predominantemente microbiolégicos. Na anamnese,
faz—se importante observar dados sobre a idade dos animais, raca, tipo de
exploracdo (corte, leite, 18, dupla aptidao), histérico e procedéncia de animais
recém—-adquiridos, presenca de quarentenario, fluxo de reintroducdo de
animais no plantel ou de participacdo em eventos (exposicoes, leildes), lotacédo
dos animais nos piquetes, qualidade da alimentacdo e manejo geral dos
animais (PUGH, 2005; CARVALHO et al., 2008; MOTTA et al., 2010).

Os principais linfonodos afetados pela doenca sdo os submandibulares,
parotideos, retrofaringeos, pré-escapulares, pré-femorais, inguinais e popliteos.
Nas propriedades nas quais a doenca ocorre de forma endémica € frequente a
formacdo de abscessos de pele. Os animais que desenvolvem disseminagao
sistémica geralmente apresentam sinais de pneumonia, debilidade e
emagrecimento progressivo (RADOSTITS et al., 2007; KOMALA et al., 2008).
Caracteristicamente, o pus produzido por C. pseudotuberculosis ndo possui
odor desagradavel (RIBEIRO et al., 2001), fato que o diferencia clinicamente da
linfadenite em ovinos por Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes que,
contrariamente, apresenta odor putrido ou fétido.

O exame microbiolégico ainda € considerado o método mais prético na
rotina de diagnéstico da doenca. O isolamento de C. pseudotuberculosis &
obtido a partir de material purulento dos linfonodos, secrecdes nasais,
abscessos de pele, leite, fezes ou de fragmentos de 6rgdos a necropsia
(pulmdes, rins, figado, linfonodos mesentéricos e mediastinicos). No cultivo
microbiolégico de material obtido a partir de secrec¢des purulentas, lavado
transtraqueal e de 6rgaos, o micro-organismo é usualmente isolado no meio de
agar acrescido de sangue ovino ou bovino (5%), desfibrinado. A confirmacéo
da espécie bacteriana é firmada submetendo o isolado a diferentes testes

bioquimicos e ao teste de CAMP. Diferencas na reducéo do substrato nitrato
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para nitrito permitem diferenciar o biotipo ovis (nitrato—negativo) do equi
(nitrato—positivo) [QUINN et al., 1994, 2005; PACHECO et al., 2007].

A partir de 1980, tem sido crescente o emprego da citologia aspirativa
com agulha fina (CAAF) no diagnodstico de doencas em animais domésticos
(ROCHA, 1998). Guedes et al. (1997) afirmaram que a CAAF apresenta como
vantagens o baixo custo, simplicidade de execucéao, reduzida agressao no local
de aspiragdo tecidual e a possibilidade de diagndstico citolégico acurado, em
curto espaco de tempo, se comparado aos outros meétodos, como a
histopatologia.

A CAAF vem sendo utilizada nos ultimos anos a admisséao de ovinos em
exposicoes, leildes e outros eventos no estado de S&o Paulo, com vistas a
triagem de animais positivos para linfadenite caseosa, pela Associacdo dos
Criadores de Ovinos do estado de Sao Paulo (ASPACO). No Brasil, esta
técnica foi utilizada pioneiramente por Ribeiro et al. (2001) no diagnéstico da
linfadenite caseosa em 11 caprinos, provenientes de criatorio no interior do
estado de S&o Paulo. Destes, em sete animais a CAAF revelou micro-
organismos pleomorficos de aspecto “corineforme”, que foram confirmados na
totalidade dos animais como C. pseudotuberculosis, apds o0 isolamento
microbiano e caracterizacdo bioquimica, a partir de material obtido da biopsia
dos linfonodos.

O método citolégico tem permitindo resultados acurados em 70% ou
mais dos casos de linfadenite caseosa em ovinos por C. pseudotuberculosis. O
material aspirado é corado pelos métodos de Gram, Giemsa e/ou Pandptico
(RIBEIRO et al., 2011). Desde 2005, no estado de Sao Paulo, na presenca de
organismos pleomoérficos de aspecto “corineforme” ou lembrando “letras
chinesas” na citologia aspirativa de linfonodos aumentados, os animais séo
impedidos de entrarem ou permanecerem nos recintos nas exposicoes
ranqueadas da ASPACO. A bactéria que mais se assemelha ao C.
pseudotuberculosis na bacterioscopia direta ap0s a citologia aspirativa e que
poderia dificultar a interpretacdo da CAAF é Trueperella (Arcanobacterium)
pyogenes. No entanto, Truepurella (Arcanobacterium) pyogenes apresenta
geralmente baixa ocorréncia na casuistica da linfadenite ovina (RIBEIRO et al.,
2001; RIBEIRO et al., 2011).
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Outras técnicas como a imunodifusdo em gel de agar, hemaglutinacéo
indireta, inibicdo da hemdlise sinérgica, fixacdo de complemento, ELISA,
soroneutralizacdo e alergo-diagnostico também tém sido utilizadas no
diagnéstico da doenca (PACHECO et al., 2007). Entretanto, a grande maioria
destas provas soroldgicas apresenta limitacbes quanto a sensibilidade,
especificidade e, especialmente, no que tange ao diagndstico individual de
animais infectados, visando o descarte individual de ovinos nos plantéis
(KOMALA et al., 2008).

Recentemente, o diagndstico molecular de C. pseudotuberculosis na
linfadenite caseosa em pequenos ruminantes tem-se mostrado promissor na
identificacdo do micro-organismo e biovares. Os ensaios moleculares tém
utiizado como espécime clinico a secrecdo purulenta de linfonodos. O
diagnéstico molecular pela reacdo em cadeia pela polimerase tem-se baseado
na deteccdo dos genes 16S rRNA (utilizado na taxonomia bacteriana), o gene
rpoB (usado para estudos de relagdo filogenética) e o gene pld da exotoxina
fosfolipase D (esfingomielina associada a viruléncia de C. pseudotuberculosis)
[DORELLA et al., 2006]

2.6. Tratamento

s

C. pseudotuberculosis € sensivel “in vitro” a grande variedade de
antimicrobianos, que incluem ampicilina, cefalosporinas (ceftiofur, cefalexina,
ceftriaxona), sulfonamidas/trimetoprim, enrofloxacino, florfenicol, gentamicina e
tetraciclina. No Brasil, Abreu et al. (2008) descreveram que, dentre 31
linhagens de C. pseudotuberculosis isoladas da linfadenite em ovinos e
caprinos no sertdo de Pernambuco, a maior sensibilidade dos isolados foi
observada para o norfloxacino, cefazolina, amoxicilina, tetraciclina,
sulfa/trimetoprim e orbifloxacina em 80% ou mais da linhagens. Em contraste,
no mesmo estudo, os maiores indices de resisténcia dos isolados foram
observados frente a novobiocina, neomicina e gentamicina. Os autores
alertaram também para a alta ocorréncia de resisténcia multipla dos isolados
aos antimicrobianos, observada em 16% das linhagens para cerca de 50% dos

farmacos.
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O tratamento da linfadenite € recomendado por periodo prolongado,
entre 30 a 60 dias, por via parenteral ou oral. No entanto, 0os ensaios
terapéuticos “in vivo” usualmente ndo resultam em cura bacteriolégica, ou
somente conduzem os animais a melhora do estado geral (cura clinica). Apos o
término do tratamento com antimicrobianos convencionais a grande maioria
dos animais apresenta recidiva dos sinais clinicos da linfadenite (DORELLA et
al., 2006; RADOSTITS et al.,, 2007). A baixa efetividade do tratamento
antimicrobiano “in vivo” frente ao C. pseudotuberculosis pode ser atribuida a
capacidade de manutencéo intracelular da bactéria em fagocitos e a formacéo
de lesdo piogranulomatosa, que dificulta os antimicrobianos convencionais
atingirem concentracdes terapéuticas adequadas no interior celular ou no foco
piogranulomatoso, que contém grande quantidade de pus e debris celulares.
Alternativamente, as lesdes cutaneas podem ser drenadas de forma cirargica e
tratadas topicamente com a infusdo de produtos antissépticos como iodo (2 a
5%) ou clorexidine (2 a 3%), com resultados satisfatérios (KOMALA et al.,
2008; MOTTA et al. 2010).
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2.7. Controle

O controle da linfadenite caseosa ovina € fundamentado em medidas
gerais de saude do rebanho e medidas especificas. As acdes gerais de
controle e profilaxia da doenca sdo fundamentadas na adocédo de quarentena
para animais recém-adquiridos ou que retornaram de eventos,
dimensionamento adequado da Iotacdo dos pastos e ambientes de
confinamento dos animais. A alimentacdo fornecida aos animais deve ser de
qualidade, evitando alimentos grosseiros, fibrosos e pontiagudos. As
instalacBes ndo devem possuir cercas de arame farpado que possam favorecer
traumatismos na pele dos animais (RADOSTITS et al., 2007). Recomenda—se
também a retirada diaria das fezes e dejetos dos apriscos e a desinfeccao
periodica das instalacdes. Todos os ovinos doentes devem ser segregados, e
se possivel, recomenda—se o descarte gradual destes animais (KOMALA et al.,
2008; MOTTA et al. 2010).

Os banhos de imersao representam a principal forma de transmissao do
micro-organismo para os ovinos. Assim, recomenda—se a substituicdo periodica
da solucdo de imersao contra ectoparasitas e a higienizacdo do fosso do banho
de imersdo. Procedimentos cirdrgicos e/ou praticas de manejo que promovam
qualquer solugcéo de continuidade na pele dos animais devem ser realizados
com criteriosa assepsia, bem como os instrumentais cirargicos e utensilios de
uso geral devem passar por rigorosa desinfeccdo. Nos animais jovens se
recomenda cuidados com a antissepsia do umbigo dos borregos e maximizar a
ingestdo do colostro nas primeiras horas de vida. Em propriedades que a
doenca cursa de forma endémica, atencéo especial deve ser observada quanto
a higiene pessoal, das vestimentas e calcados dos tratadores, bem como na
desinfeccao de utensilios de uso comum dos animais (PUGH, 2005).

Estdo disponiveis comercialmente bacterinas, toxdides, complexo
bacterina—toxdide e vacinas atenuadas para a profilaxia especifica da doenca.
A pratica da vacinacdo ndo impede a infeccdo, tampouco a exteriorizacao
clinica da doenca. Contudo, diminui a frequéncia e a gravidade das lesdes,
assim como o numero de animais que evoluem para a forma visceral,
reduzindo o0 impacto negativo da doenca no plante. Como C.

pseudotuberculosis € micro-organismo intracelular, as vacinas atenuadas sao
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mais efetivas, visto que induzem imunidade celular, possibilitando a inativacao
do micro-organismo no interior dos fagocitos (DORELLA et al., 2006).

No Brasil, estdo disponiveis atualmente trés vacinas comerciais para a
profilaxia e controle da linfadenite caseosa ovina. Duas contém cepas de C.
pseudotuberculosis atenuadas: Linfovac® e Vacina 1002®%. Em contraste, a
vacina Biodectin®® é uma bacterina. A Linfovac® e a vacina 1002® possuem
indicagdo de uso em animais jovens e adultos. Os borregos devem ser
vacinados a partir dos trés meses de idade, com refor¢o 30 dias pés a primeira
dose. Os animais adultos n&do vacinados também devem receber duas doses
com intervalo de 30 dias. O Biodectin® pode ser usado em ovelhas no peri-
parto. Recomenda-se em ovelhas com até trés semanas antes do parto, ou em
animais adultos ndo vacinados, sempre com indicacdo de duas doses com

intervalo de 30 dias (GUIMARAES et al., 2011).

2.8. Saude Publica

Nas ultimas décadas tem sido crescente a notificagdo de humanos
infectados por C. pseudotuberculosis. No entanto, é considerada uma zoonose
menor, de carater ocupacional (MOTTA et al. 2010). A transmissdo para
humanos ocorre pelo contato com o material purulento de abcessos, de
linfonodos, ingestédo de leite ou por feridas contaminadas com material do
ambiente dos criatérios de ovinos.

Clinicamente, a doenca em humanos é caracterizada pela formagéo de
abcessos e de linfadenopatia regional. Os médicos veterinarios, zootecnistas,
criadores, magarefes e outros profissionais que mantem contato estreito com
ovinos devem tomar as precaucdes necessarias a0 manusear ovinos suspeitos
de infeccéo por C. pseudotuberculosis (PEEL et al., 1997)

No Brasil, a maioria dos estudos ndo tem se preocupado com a
investigagdo da complexidade etioldégica da linfadenite caseosa em ovinos
(RIBEIRO et al., 2011). Os estudos no pais tém realizado o diagndéstico
utilizando fundamentalmente técnicas fenotipicas (ABREU, 2007; RIBEIRO,

! Laboratérios Vencofarma do Brasil Ltda, S&0 Paulo — SP.
2 LABOVET — Laboratério Veterinario, Feira de Santana — BA.
® Fort Dodge Satide Animal, Campinas — SP.
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2009) Ademais, sdo praticamente insipientes os estudos nacionais voltados a
identificacdo de C. pseudotuberculosis em linfonodos sem lesbes aparentes de
linfadenite. Diante do exposto, 0 presente estudo investigou a ocorréncia, a
caracterizacdo fenotipica e genotipica de C. pseudotuberculosis obtidos de

linfonodos de ovinos com e sem linfadenite.
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3. Objetivos

3.1. Geral

v

Determinar a ocorréncia, a caracterizacdo fenotipica e genotipica de
linhagens de C. pseudotuberculosis isolados de ovinos com e sem

linfadenite.

3.2. Especificos

v

Investigar a ocorréncia de micro-organismos de origem bacteriana em
ovinos com e sem linfadenite, com énfase no isolamento de C.
pseudotuberculosis;

Avaliar o perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” e a ocorréncia de
multirresisténcia aos  antimicrobianos nos isolados de C.
pseudotuberculosis;

Comparar a presenca de micro-organismos sugestivos do grupo dos
“corineformes” no exame citolégico com o isolamento microbiano nos
ovinos com linfadenite;

Confirmar por métodos moleculares os isolados de C.
pseudotuberculosis  identificados  pelo  cultivo  microbiano e
caracterizacao fenotipica;

Avaliar principais dados epidemioldgicos das propriedades rurais

amostradas com linfadenite caseosa;
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4. Material e Métodos

4.1. Criatorios de ovinos

Foram utilizados no estudo 14 criatérios de ovinos, dos quais 12 eram
propriedades particulares e os outros dois pertencentes a Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ (Aprisco do Departamento de
Parasitologia e Aprisco do Departamento de Reproducdo). Os criatorios
particulares possuiam em média 100 ovinos por propriedade e os apriscos da
FMVZ em média de 30 ovinos. As coletas foram realizadas por conveniéncia
em criatorios da regido centro-oeste e sudoeste do estado de Sdo Paulo. Os
animais amostrados com linfadenite para o estudo foram de diferentes racas,
sexo e idade.

Foram obtidos também dados epidemioldgicos dos ovinos, de manejo e
criacao dos animais amostrados, a saber: sexo, faixa etaria, raca e procedéncia
dos animais, municipio do criatério, nUmero de animais da propriedade, tipo de
criacao (extensivo, intensivo ou semi-intensivo), uso dos animais (cria, venda
de matrizes, venda de reprodutores, abate), presenca de outros animais
domésticos, presenca de quarentenario na propriedade e fluxo dos animais

(anexo 2).

4.2. Animais e colheita de material

Foi coletado material de 197 ovinos apresentando aumento de

linfonodos (submandibulares, parotideos, pré-femorais, popliteos, pré-
escapulares) sugestivos, clinicamente, de linfadenite caseosa. N&o foram
utilizados no estudo linfonodos supurados (abscedados).
A colheita de material dos animais com linfadenite visando o diagndstico
microbioldgico e citolégico foi obtida por puncéo aspirativa, em duplicata dos
197 linfonodos, utilizando a técnica de CAAF (GUEDES et al., 1997; ROCHA,
1998).

Citoaspirador de Valeri® — MPJ Equipamentos Médicos. Ribeirdo Preto, SP.
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A aspiracdo do material foi realizada com o citoaspirador de Valeri®,
utiizando agulhas hipodérmicas (40x12mm), seringas descartaveis e
individuais para cada colheita.

Na presenca de mais de um linfonodo aumentado, foi colhido somente
um linfonodo por ovino, que foi considerado representativo de uma unidade
animal. O primeiro material colhido de cada linfonodo pela CAAF - contido tanto
no canhdo da agulha quanto na seringa - foi acondicionado sob refrigeracéo,
visando o diagndéstico microbiolégico. Em seguida, foi realizada nova
citoaspiracdo, com vistas ao diagndstico citoldgico.

Paralelamente, foram colhidos 202 linfonodos viscerais (mesentéricos
e/ou mediastinicos), sem sinais aparentes de linfadenite, obtidos na linha de
abate do Frigorifico Dom Pig, Sdo Manuel, SP, sob regime de inspecdo
municipal. Os linfonodos viscerais foram mantidos congelados (-20°C) até o

momento do processamento para o diagndstico microbioldgico.

4.3. Diagnéstico microbioldgico de C. pseudotuberculosis e outras
bactérias

O material aspirado dos 197 linfonodos com linfadenite foi cultivado em
aerobiose a 37°C, nos meios de &gar acrescido de sangue ovino (5%)
desfibrinado e agar MacConkey. O agar MacConkey foi mantido por até 24
horas e 0 agar sangue por até 96 horas. A identificacdo dos micro-organismos
foi realizada segundo as caracteristicas morfotintoriais, bioquimicas e de cultivo
(KRIEG e HOLT, 1994; QUINN et al.,, 1994, 2005). Os 202 linfonodos sem
lesbes aparentes colhidos na linha de abate foram descongelados e, apos
flambagem da superficie, foi colhido assepticamente pequeno fragmento do
tecido visando cultivo microbiolégico em agar sangue e agar MacConkey, nas
mesmas condi¢des supracitadas (GUAZZELLI, 2009). Nao foram utilizados
também linfonodos abscedados, tampouco linfonodos incisados na linha de
abate.

As linhagens sugestivas de C. pseudotuberculosis isoladas no agar
sangue foram submetidas ao teste de CAMP, frente a linhagem padrdo de
Rhodococcus equi (ATCC 33.701+). A caracterizacdo dos biovares (biotipos)

equi ou ovis foi realizada fenotipicamente (método bioquimico), mediante a
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reducdo ou ndo, respectivamente, do nitrato para nitrito (QUINN et al., 1994,
2005). O diagnéstico microbiologico foi realizado no Laboratorio de Doencas
Infecciosas dos Animais da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP. Os isolados de C.
pseudotuberculosis foram mantidos estocados no meio de Ligniéres (25°C),

para posterior caracterizacdo molecular das linhagens.

4.4. Cultivo microbiolégico de Mycobaterium sp.

Como diagnéstico diferencial, foi investigada a presenca de
micobactérias nos linfonodos. Para a descontaminacdo dos fragmentos, foi
utilizado o método de Petroff e, em seguida, o material cultivado nos meios de
Stonebrink e Lowenstein-Jensen.

Cerca de um grama de cada linfonodo foi triturado em 5mL de solucao
fisiologica estéril em gral esterilizado, visando a descontaminac¢éo pelo método
de Petroff (CORREA e CORREA, 1973). A descontaminacéo foi realizada com
hidréxido de sodio (NaOH) a 8%, por 30 minutos, em estufa a 37°C.
Subsequente, o pH foi ajustado com acido sulfurico (H.SO,4) a 8%, ambos na
concentracdo de 1mol. L. Em seguida, o material foi submetido a duas
centrifugacbes, para o término da descontaminacdo. O sobrenadante foi
descartado e uma aliquota das amostras descontaminadas foi semeada nos
meios de Stonebrink-Lesslie e Lowestein-Jensen, contidos em garrafas
plasticas com tampa de rosca, utilizadas em cultura celular (QUINN et al.,
1994; LARA et al., 2011).

Os meios de Stonebrink-Lesslie e Lowestein-Jensen foram incubados
em aerobiose a 37°C e observados, semanalmente, por 90 dias. As garrafas
foram mantidas incubadas em posicado horizontal, favorecendo o contato do
in6culo com toda a superficie e a secagem da fracdo liquida. As col6nias
sugestivas do género Mycobacterium foram submetidas a coloracdo de Ziehl-
Neelsen (QUINN et al., 1994). Na presenca de bacilos alcool-acido resistentes,
as espécies de Mycobacterium foram caracterizadas pela técnica molecular de
PCR Restriction Assay (PRA) [LARA et al., 2011]
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4.5. Diagnostico citolégico

O material aspirado visando o diagnéstico citolégico dos micro-
organismos foi distendido em laminas de microscopia, de extremidade fosca.
As laminas foram submetidas as colora¢c6es de Gram e Panoptico (RIBEIRO et
al., 2001).

A presenca de micro-organismos com aspecto “corineforme” nas
coloracbes de Gram e/ou Panéptico foi comparada com o isolamento dos

agentes no cultivo microbiolégico.

4.6. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”

Todos o0s isolados caracterizados fenotipicamente como C.
pseudotuberculosis foram submetidos ao teste de sensibilidade microbiana “in
vitro”, pelo método de difusdo com discos (CLSI 2005, 2006), frente a
diferentes antimicrobianos, a saber: ampicilina (10ug), azitromicina (15ug),
ceftiofur (30ug), enrofloxacino (5ug), eritromicina (15ug), florfenicol (30ug),
penicilina G (10 unidades), rifampicina (5ug) e sulfadiazina/trimetoprim (25ug).
Os isolados que apresentaram resisténcia simultanea a trés ou mais dos

antimicrobianos testados foram considerados multirresistentes.

4.7. Detecgcdo molecular de isolados de C. pseudotuberculosis

Todos os isolados de C. pseudotuberuclosis foram encaminhados em
tubos com tampa de borracha contendo meio de Ligniéres, a 25°C, para o
Laboratorio de Genética Celular e Molecular do Departamento de Biologia
Geral (ICB) da Universidade Feral de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte,
para caracterizacdo molecular dos isolados.

O método empregado foi 0 PCR multiplex (mPCR), visando a deteccédo
de trés genes bacterianos distintos: 16S rRNA, rpoB (RNA polimerase da [3-

subunidade ribossomal) e pld (exotoxina fosfolipase D).
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A metodologia para a extracdo de DNA genbmico foi realizada como
descrita por Pacheco et al. (2007), com modificacbes. Os isolados foram
semeados em 30 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 48 horas a 37°C.
Em seguida, a suspensédo foi centrifugada a 4°C, a 5000 rpm, durante 20
minutos. O “pellet” formado foi ressuspendido em 0,6 mL de Tris/EDTA [10 mM
Tris/HCI (pH 7,0), 10 mM EDTA (pH 8,0), 300 mM NacCl] e transferido para
microtubos contendo beads [Microorganism lysing VKO1 — KT03961-1-005.2 (2
mL), Precellys Lysing Kit, Bertin]. Em seguida foram dispostos no equipamento
Precellys® 24 para etapa de lise mecanica.

Foram utilizados dois ciclos de 15 segundos a 6.500 rpm com intervalo
de 30 segundos. Apdés esta etapa, foi adicionado aos tubos fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24:1). O material homogeneizado em vortex e
centrifugado por 7 minutos a 13.000 rpm. A fase superior foi transferida para
novos tubos e adicionado 1 mL de cloroférmio, novamente homogeneizado em
vortex e centrifugado por 7 minutos a 13.000 rpm. Por fim, a fase superior foi
retirada e colocada em novos tubos para a reacdo de precipitacdo com 2,5
vezes 0 volume de etanol etilico, 10% do volume de NaAc 3M e 1% do volume
de glicogénio (20mg/mL). Em seguida, as amostras foram mantidas over night
a— 20°C.

Apés esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a
13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL
de etanol a 70% (gelado). Apds a centrifugacao a 13.000 rpm por 20 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em estufa a 50°C, por 40
minutos. O DNA foi resuspendido em 40 pL de agua MilliQ estéril. Para verificar
a qualidade da extracao e quantifica-la visualmente, todas as amostras de DNA
extraidas foram submetidas a corrida eletroforética, utilizando 2 uL do DNA
ressuspendido.

Os primers utilizados no estudo foram de acordo com os descritos por
Cetinkaya et al. (2002) e Pacheco et al. (2007): 16S-F (5'-
ACCGCACTTTAGTGTGTGTG-3'), 16S-R (5'-CTCTACGCCGATCTTGTAT-3)),
C2700F (5-CGTATGAACATCGGCCAGGT-3), C3130R (5-
TCCATTTCGCCGAAGCGCTG-3'), PLD-F (5-ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA-
3’), e PLD-R2 (5-ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG-3’). As amostras foram

submetidas a técnica de PCR multiplex baseando-se no protocolo estabelecido
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por Pacheco et al. (2007). As reacdes foram realizadas em termociclador (PTC
— 100™ Programable Thermal Controller, MJ Research, Inc.), nas seguintes
condicbes de temperatura: desnaturagao inicial a 95°C por 3 minutos, seguido
de 40 ciclos a 95°C por 1 minuto e anelamento a 58°C por 40 segundos. A
extensao foi realizada incialmente a 68°C por 1:30 minutos e extensao final a
68°C por 7 minutos. Para evitar evaporacdo das amostras durante as reacoes
no termociclador foi adicionado, em cada tubo, 20 puL de o6leo mineral. Em
seguida foi realizada a eletroforese em gel de agar (1%) corado com brometo
de etideo para a visualizacdo dos produtos de amplificacdo (Pacheco et al.,
2007)

4.8. Calculo Amostral e analise estatistica

Com base em um erro de 6% e nivel de confianca de 95% seria
necessério a colheita de material de, no minimo, 188 animais, visando a
comparacao entre os resultados do diagnéstico microbiolégico, citologico e
PCR.

O isolamento microbiolégico de C. pseudotuberculosis foi confrontado
com os dados epidemiolégicos, visando a associagdo dos resultados em
tabelas de contingéncia pelos testes de y? Exato de Fischer ou G de Williams
(TRIOLA, 2005). As variaveis com valores de P menores que 0,25 foram
reavaliadas em modelos multivariados. Nestes modelos de regresséo logistica
as variaveis foram selecionadas pelo método de “backward stepwise”,
computando a significancia estatistica da exclusdo de cada variavel por teste
de raz&o de verossimilhanca (p<0,05). O ajuste de cada modelo foi verificado
utilizando-se o teste de Hosmer-Lemeshow (BINGHAM et al., 2010). Todas as
analise foram realizadas no programa Epi-Info 7 (Centers for Disease Control,
Atlanta).

Os parametros de eficiéncia do método citolégico foram confrontados
com os resultados do isolamento microbiologico (“padrdo-ouro”) utilizando a

planilha proposta por Mackinnon (2010).
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5. Resultados

Foram citoaspirados 197 amostras de linfonodos de ovinos
apresentando aumento de volume (linfadenite), provenientes de criatérios da
regido centro-oeste e sudeste paulista.

Da totalidade dos linfonodos foram isolados micro-organismos em 148
(75,1%) amostras. Dos 197 linfonodos, em 86 (43,7%) foi obtido o isolamento
de C. pseudotuberculosis e 111(56,4%) amostras foram negativas para o
isolamento de C. pseudotuberculosis. Em 49 (24,9%) amostras de linfonodos

nao foi obtido o isolamento de nenhum micro-organismo (Tabela 1).

Tabela 1. Micro-organismos isolados de 197 linfonodos citoaspirados de
ovinos. Botucatu, SP, 2012.

Micro-organismos N2 de amostras
Corynebacterium pseudotuberculosis 86 (43,7%)
Streptococcus sp. + Bacillus sp. 17 (8,7%)
Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes 12 (6,1%)
Staphylococcus sp. 11 (5,6%)
Streptococcus sp. 3 (1,5%)
Escherichia coli 3 (1,5%)
Staphylococcus hemolitico 2 (1,0%)
Streptococcus B-hemolitico 2 (1,0%)
Streptococcus a-hemolitico 2 (1,0%)
Hafnia alvei 1 (0,5%)
Negativo 49 (24,9%)
Total 197 (100,0%)

C. pseudotuberculosis foi 0 micro-organismo mais frequente isolado dos
linfonodos, seguido por Streptococcus sp., Trueperella (Arcanobacterium)
pyogenes e Staphylococcus sp., e outros géneros bacterianos em menor
frequéncia (Tabela 1) em 31,4% da amostragem.

Na citologia aspirativa, 97 (49,2%) apresentaram micro-organismos
pleomorficos (“corineforme”) e 100 (50,8%) amostras nao revelaram agentes
com este aspecto ou ndo foi observado nenhum micro-organismo no exame
citolégico. A Tabela 2 apresenta a associacao entre o isolamento microbiano e

a citologia.
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Tabela 2. Associacdo do isolamento microbiolégico de Corynebacterium
pseudotuberculosis e a citologia aspirativa com agulha fina (CAAF) em

linfonodos de ovinos. Botucatu, SP, 2012.

CAAF
Total
Isolamento Positivo* Negativo
Positivo 85 (43,1%) 1 (0,5%) 86 (43,6%)
Negativo 12 (6,1%) 99 (50,3%) 111 (56,4%)
Total 97 (49,2%) 100 (50,8%) 197 (100,0%)

* positivo = aspecto “corineforme”

Foi observada alta concordancia entre os resultados positivos na
citologia e o isolamento microbiano, bem como para o resultado negativo na
citologia e negativo no isolamento microbiano. Em contraste, em 12 (6,1%)
animais foram encontrados micro-organismos de aspecto “corineforme” sem o
isolamento de C. pseudotuberculosis. Em somente um (0,5%) animal foi obtido
o isolamento positivo de C. pseudotuberculosis sem a presenca a citologia de
micro-organismos “corineformes”.

Das 86 amostras de linfonodos com isolamento microbiolégico de C.
pseudotuberculosis que foram submetidas ao diagnéstico molecular, 64 (74%)
foram confirmadas como C. pseudotuberculosis e 22 (26%) consideradas
negativas para esta espécie.

O perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” de C. pseudotuberculosis
mostrou 100% de sensibilidade dos isolados frente a ampicilina, azitromicina,
ceftiofur, enrofloxacino, eritromicina, florfenicol, penicilina G e rifampicina e
90% para sulfadiazina/trimetoprim. Foram observadas seis linhagens
resistentes e trés parcialmente sensiveis frente a sulfadiazina/trimetoprim
(Tabela 3).
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” de 86 linhagens de

C. pseudotuberculosis isoladas de linfonodos de ovinos. Botucatu, SP,

2012.

Antimicrobiano Sensivel PS resistente
s}
resisrt]entes Total
n? sensiveis N2 PS (%) (%)
(%)

Ampicilina 86 (100,0%) 0 (0%) 0(0%) 86 (100,0%)
Azitromicina 86 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 86 (100,0%)
Ceftiofur 86 (100,0%) 0 (0%) 0(0%) 86 (100,0%)
Enrofloxacino 86 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 86 (100,0%)
Eritromicina 86 (100,0%) 0 (0%) 0(0%) 86 (100,0%)
Florfenicol 86 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 86 (100,0%)
Penicilina G 86 (100,0%) 0 (0%) 0(0%) 86 (100,0%)
Rifampicina 86 (100,0%) 0 (0%) 0 (0%) 86 (100,0%)
Sulfadiazina/Trimetoprim 77 (89,5%) 3 (3,5%) 6 (7,0%) 86 (100,0%)

PS = parcialmente sensiveis

Nas 202 amostras colhidas de linfonodos mediastinicos e mesentéricos

de ovinos de abatedouro houve predominio de isolamento dos géneros

Staphylococcus e Streptococcus, isolados ou em associagdo, seguidos de

outros micro-organismos em menor frequéncia. No entanto, ndo foi observado

o isolamento de nenhuma linhagem de C. pseudotuberculosis (Tabela 4).
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Tabela 4. Micro-organismos isolados, em cultura pura ou em associacao,
em 202 amostras de linfonodos mediastinicos e mesentéricos sem lesdo

aparente de ovinos de abatedouros. Botucatu, SP, 2012.

Micro-organismo Valor Valor
9 absoluto relativo (%)

Staphylococcus sp. 53 26,23%
Streptococcus sp. 07 3,46%
Streptococcus sp. B-hemolitico 07 3,46%
Streptococcus sp. a-hemolitico 06 2,97%
Escherichia coli 04 1,98%
Bacillus sp. 03 1,48%
Enterobacter sp. 02 0,99%
Micrococcus sp. 01 0,49%
Staphylococcus sp.+ Streptococcus -hemolitico 13 6,43%
Staphylococcus sp.+ Streptococcus sp. 10 4,95%
Staphylococcus sp. + Streptococcus a- hemolitico 04 1,98%
Streptococcus a- hemolitico + Streptococcus - hemolitico 02 0,99%
Negativo 90 445

Total 202 100%

Em nenhuma das amostras de linfonodos obtidos dos ovinos com
linfadenite, tampouco dos linfonodos de animais de abatedouro, foram isolados
micro-organismos do género Mycobacterium.

A Tabela 5 sumaria os resultados do isolamento microbiano, citologia e
PCR visando a deteccdo de C. pseudotuberculosis em linfonodos de ovinos
com linfadenite e em linfonodos de ovinos de abatedouro, sem alteracdes

aparentes.
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Tabela 5. Identificagdo de C. pseudotuberculosis no cultivo microbiano,

CAAF e PCR em ovinos com linfadenite e em linfonodos de ovinos de

abatedouro sem sinais aparentes de linfadenite. Botucatu, SP, 2012.

Teste Linfonodos de Linfonodos de ovinos
Resultado ovinos com sem lesfes de
linfadenite abatedouro
CAAF +* 97 0
- 100 202
Total 197 202
Cultura + 86 0
- 111 202
Total 197 202
PCR + 64
- 22
Total 86
+ = positivo
- = negativo

+* = aspecto “corineforme”

CAAF = citologia aspirativa com agulha fina

Dentre os dados epidemiolégicos inqueridos foi observada significancia

estatistica (P<0,05) e alto odds ratio (OR) para animais acima de 3,2 anos

(OR=9,14) e propriedades com histérico de movimentacdo de animais,

principalmente para a comercializacédo de matrizes (OR=5,47) e reprodutores

(OR=6,45) [Anexo 1].
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6. Discussao

6.1. Etiologia da linfadenite caseosa

No presente estudo, o isolamento de C. pseudotuberculosis foi
observado em 43,7% dos ovinos com linfadenite em cultivo microbiano. Daniel
et al. (2009), no estado de Sao Paulo, identificaram C. pseudotuberculosis no
cultivo microbiologico em 26,4% dentre 132 amostras coletadas de linfonodos
de ovinos. Ribeiro et al. (2011), também no estado de S&ao Paulo, identificaram
C. pseudotuberculosis em 73% dentre 100 linfonodos de ovinos amostrados
de ovinos com linfadenite. Na Paraiba, Andrade et al. (2012) em estudo de
ocorréncia da doenca e fatores de risco obtiveram 68,2% dos ovinos
acometidos por C. pseudotuberculosis em 15 amostras, enquanto Souza et al.
(2011), no mesmo estado, em estudo de prevaléncia obtiveram 74,5% de
amostras positivas para C. pseudotuberculosis dentre 51 amostras
encaminhadas para o cultivo microbiolégico. O conjunto destes achados
reafirma C. pseudotuberculosis como o micro-organismo mais prevalente na
génese da linfadenite caseosa em ovinos (DOMINGUES e LANGONI, 2001).

Apesar do predominio de C. pseudotuberculosis nos ovinos amostrados
com linfadenite, foram identificados também outros micro-organismos, com
referéncia especial aos estafilococos, estreptococos e enterobactérias, em
31,4% dos animais. Este achado reforca a importancia do diagnostico
diferencial de C. pseudotuberculosis de outros micro-organismos na casuistica
da linfadenite caseosa em ovinos (RIBEIRO et al., 2011).

A complicagdo mais preocupante da linfadenite caseosa ovina €
representada pela disseminacdo da bactéria dos linfonodos superficiais,
externos ou “palpaveis” para os linfonodos e/ou 6rgaos viscerais (PUGH, 2005;
RADOSTITS et al., 2007). Em nenhum dos 202 linfonodos viscerais
(mesentéricos e mediastinicos) de ovinos colhidos de animais no momento do
abate foi isolado C. pseudotuberculosis. Em contraste, foram identificados
outros micro-organismos de origem bacteriana, com predominio de
estafilococos, estreptococos e enterobactérias, e suas associagdes. Resultado
similar foi obtido por Ribeiro et al. (2011) na mesma regidao em 100 linfonodos

viscerais de ovinos colhidos em abatedouro no estado de Sao Paulo. No
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presente estudo nao houve isolamento de C. pseudotuberculosis nos
linfonodos viscerais, sendo assim, nao foi possivel afirmar que o micro-
organismo infecta preferencialmente os linfonodos da cadeia linfatica externa
ou “palpaveis” (submandibulares, parotideos, pré-femorais, popliteos e pré-
escapulares).

Apesar das descriches recentes de tuberculose em pequenos
ruminantes, incluindo no Brasil (CYRILLO, 2006; ALMEIDA, 2009), ndo foram
identificados micro-organismo do género Mycobacterium nos linfonodos
amostrados de ovinos com linfadenite, tampouco de linfonodos de animais de
abatedouro. Este resultado indica, provavelmente, a baixa ocorréncia da
doenca na espécie, na regido estudada, embora ndo exima a necessidade de
incluir micro-organismos do género Mycobacterium no diagndstico diferencial
de C. pseudotuberculosis, devido as similaridades clinicas das infec¢cdes em

pequenos ruminantes por estas bactérias.

Teste de sensibilidade microbiana “in vitro” (antibiograma)

Dentre as 86 linhagens de C. pseudotuberculosis, todas foram sensiveis
“in vitro” - no método de difusdo em discos - frente a ampicilina, azitromicina,
ceftiofur, enrofloxacino, eritromicina, florfenicol, penicilina G e rifampicina.
Apenas trés (3,5%) e seis (7,0%) isolados foram, respectivamente,
parcialmente sensiveis e resistentes a sulfadiazina/trimetoprim, ndo sendo
observado no presente estudo a presenca de linhagens multirresitentes.

No Brasil, em estudo similar realizado no Recife abordando o perfil de
sensibilidade “in vitro” de 31 isolados de C. pseudotuberculosis em pequenos
ruminantes, Abreu et al. (2007) testando 14 antimicrobianos, obteveram
sensibilidade das linhagens >90% para seis antimicrobianos (cloranfenicol,
ciprofloxacino, norfloxacino, cefazolina, tetraciclina e amoxicilina), >70% para
trés farmacos (penicilina, lincomicina e ampicilina). Abreu et al. (2007) obteve
eficacia de 87% para sulfadiazina, de forma semelhante ao resultado
encontrado no presente estudo, de 90% de efetividade do farmaco. Muckle e
Gyles (1982) investigando o perfil de sensibilidade “in vitro” de 26 isolados de
C. pseudotuberculosis obtidos de linfadenite caseosa de caprinos, reportaram
que todas as linhagens foram sensiveis a ampicilina, cloranfenicol, lincomicina,

gentamicina, tetraciclina, penicilina G e sufadiazina/trimetoprim. No mesmo
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estudo, apenas trés isolados foram sensiveis a neomicina e todas foram
resistentes a estreptomicina, de maneira similar ao observado nos isolados do
presente estudo.

Hassan et al. (2011) na Arabia Saudita, testando 17 antimicrobianos em
18 linhagens de C. pseudotuberculosis isoladas de linfonodos de ovinos,
observaram que todos os isolados foram sensiveis a seis antimicrobianos,
incluindo a rifampicina, & semelhanca do encontrado no presente estudo, visto
que todas as 86 linhagens foram sensiveis a rifampicina. Ainda no estudo
Hassan et al. (2011), as 18 linhagens foram resistentes a quatro
antimicrobianos incluindo a eritromicina e a penicilina. Este resultado diverge
do encontrado nos animais amostrados, visto que as 86 linhagens de C.
pseudotuberculosis isoladas foram sensiveis a eritromicina e penicilina G.
Ainda que varios estudos tenham observado elevada sensibilidade “in vitro” de
isolados de C. pseudotuberculosis obtidos de pequenos ruminantes a
diferentes farmacos, o tratamento “in vivo” da doenca geralmente surte pouco
efeito. O insucesso do tratamento da linfadenite caseosa em pequenos
ruminantes pode encontrar justificativa na localizacao intracelular do patdgeno
ou mesmo pela formacdo de piogranuloma pela bactéria, que dificulta a
inativacdo do micro-organismo, ou que o0s farmacos convencionais atinjam
concentracbes efetivas no foco infeccioso (PUGH, 2005; DORELLA et al.,
2006; RADOSTITS et al., 2007).

Citologia aspirativa com agulha fina

Véarios métodos tém sido utilizados nas Ultimas décadas para o
diagnéstico da linfadenite caseosa em pequenos ruminantes, incluindo testes
soroldgicos, de resposta imune celular e, recentemente, técnicas de biologia
molecular (RIBEIRO et al., 2001, DORELLA et al., 2006, RADOSTITS et al.,
2007). Contudo, a dificuldade da utilizacdo dos testes soroldgicos visando o
descarte individual dos animais soropositivos, ou mesmo a ocorréncia de
reacoes inespecificas, tem limitado o uso destes testes na rotina diagndstica da
doenca em pequenos ruminantes. Na prética, o isolamento microbiano de C.
pseudotuberculosis a partir do cultivo de material purulento de linfonodos,
abscessos e Orgaos ainda representa o procedimento mais utilizado na rotina
de diagndstico da doenca (RIBEIRO et al., 2001, MOTTA et al., 2010).
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A citologia aspirativa com agulha fina (CAAF) foi utilizada pioneiramente
no Brasil por Ribeiro et al. (2001) visando o diagnéstico da linfadenite caseosa.
Neste estudo foi possivel isolar C. pseudotuberculosis em sete dentre onze
amostras de material purulento obtidas de caprinos com linfadenite, bem como
visualizar micro-organismos “corineformes” corados pelos métodos de Gram e
Giemsa. Os autores enfatizaram que a técnica se mostrou de facil execucéo,
de baixo custo e de reduzida agressao tecidual se comparada a outras técnicas
de diagndstico em tecidos, como a histopatologia.

A CAAF tem sido utilizada nos ultimos anos como método de diagndstico
de triagem da linfadenite caseosa nas exposicfes ranqueadas de ovinos da
Associacao Paulista de Criadores de Ovinos (ASPACO), desde 2004. Este
procedimento tem impedido a entrada e/ou a permanéncia de animais com a
doenca nos recintos (OLIVEIRA, 2009; MOTTA et al., 2010), minimizando os
riscos de disseminacdo do micro-organismo em animais comercializados nos
eventos. Estudo realizado em 2009 comparou a CAAF, 0 exame
microbiolégico, ELISA e PCR no diagnédstico da linfadenite caseosa em 26
ovinos sintomaticos (linfonodos enfartados e abscedados) e em 129
assintomaticos, e observou alta especificidade do cultivo bacteriano (98,0%) e
do método citolégico (94,%) (RIBEIRO, 2009). Dados do presente estudo
mostraram que dos 197 fragmentos de linfonodos coletados por puncao
aspirativa de ovinos com linfadenite, em 86 (43,7%) foi possivel o isolamento
microbiano de C. pseudotuberculosis. Neste mesmo material, 97 (49,2%)
amostras acusaram a microscopia, micro-organismos pleomorficos, de aspecto
“corineforme”. Foi observada boa concordancia nos animais amostrados entre
o cultivo microbiolégico e a CAAF. Em somente um animal foi encontrada
citologia negativa com a presenca de isolamento microbiano, enquanto em 12
animais foram observados micro-organismos “corineformes” sem o isolamento
de C. pseudotuberculosis. Estes achados permitem afirmar que a CAAF
possibilita o diagndstico presuntivo de ovinos com linfadenite caseosa por C.
pseudotuberculosis, e que este procedimento pode contribuir para a adocéo de
acOes de profilaxia e controle da doenca nos criatérios. Adicionalmente, esta
técnica citolégica se mostra eficiente como método de triagem na rotina de
admissdo de pequenos ruminantes em exposicoes e feiras de animais,

restringindo a entrada e permanéncia de animais com aumento de linfonodos
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contendo micro-organismos de aspecto “corineforme” a citologia (OLIVEIRA,
2009), até que se proceda a confirmacgdo diagndstica por cultivo microbiologico
ou por outros métodos como a PCR.

No presente estudo, a CAAF identificou micro-organismos
“corineformes” em 97 linfonodos, dos quais 86 linhagens foram identificadas
como C. pseudotuberculosis e 11 como Trueperella (Arcanobacterium)
pyogenes. Resultado similar foi encontrado por Ribeiro et al. (2001), que
identificou Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes em 6(6%) animais dentre
100 ovinos com linfadenite. Tal inespecificidade da CAAF na linfadenite ovina &
esperada, visto que na morfologia a microscopia, C. pseudotuberculosis e
Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes sdo praticamente indistinguiveis.
(MOTTA et al., 2010; RIBEIRO et al.,, 2011). No entanto, tal limitacdo nao
inviabiliza o uso do método citologico, visto que a linfadenite ovina causa por
Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes geralmente é de baixa frequéncia.
Este achado reforca que a associacdo de métodos, como o citolégico e o
microbiol6gico, possibilitam o aumento da eficiéncia do diagnostico da

linfadenite infecciosa em ovinos.

PCR

Pacheco et al. (2007) no Brasil desenvolveram ensaio de PCR multiplex
com o objetivo de amplificar simultaneamente trés genes especificos de C.
pseudotuberculosis ha mesma reacdo, visando o diagnostico da linfadenite
caseosa em pequenos ruminantes: 16S rDNA (RNA ribossémico 16S), rpoB
(responsavel pela sintese da subunidade beta da RNA polimerase), e pld
(exotoxina fosfolipase D). Tal modificacdo € justificada, em parte, para
minimizar as reacbes cruzadas entre C. pseudotuberculosis com
Corynebacterium ulcerans (DORELLA et al., 2006).

llhan (2013) em estudo realizado na Turquia com 147 amostras de
abscessos de linfonodos (pré-escapular e mediastinico) de carcacas ovinas,
obteve o isolamento de C. pseudotuberculosis em 81(55%) amostras. Destas,
80 (98%) amostras foram positivas a PCR. Neste estudo os autores utilizaram
o primer pld descrito por Pacheco et al. (2007), porém né&o foi utilizada a

técnica de multiplex.
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No presente estudo utilizando a técnica de PCR multiplex com
modificagdes propostas por Pacheco et al. (2007) foram detectadas 74% de
amostras positivas e 26% negativas, de um total de 86 estirpes de C.
pseudotuberculosis identificadas pelo cultivo microbioldgico. Este resultado
difere do encontrado por Cetinkaya et al. (2002), que dentre 96 linhagens
identificadas como C. pseudotuberculosis pelo método microbiolégico, 93
(97%) foram positivas ao PCR. Tal discrepancia de resultados pode ser
justificada pelas modificacBes na técnica de multiplex proposta por Pacheco et
al. (2007), que reduz a possibilidade de resultados cruzados com C. ulcerans.
Outro fator que pode ser considerado, € que no estudo de Cetinkaya et al.
(2002) foi utilizado apenas o primer 16S rRNA, enquanto no presente estudo
foram utilizados os primers 16S rRNA, rpoB e pld, aumentando assim a
sensibilidade do teste para C. pseudotuberculosis.

A técnica de PCR aplicada ao diagndstico de C. pseudotuberculosis
possibilita apresenta boa sensibilidade e especificidade, rapidez de resultados
e automacédo, permitindo a confirmacdo do micro-organismo em material
proveniente de culturas bacterianas, ou a deteccdo do micro-organismo em
material purulento de linfonodos, ainda que o patdégeno ndo esteja viavel
(DORELLA et al., 2006). No entanto, ainda apresenta como limitagdo o nimero
restrito de laboratérios que disponibilizam a técnica na rotina diagnéstica. Desta
forma, caracteriza-se como alternativa viavel de diagndstico ao método
convencional microbiolégico, se constituindo em método promissor no

controle/profilaxia da linfadenite caseosa ovina.

Dados epidemioldgicos

Foi observado alto odds ratio e associacao estatistica entre a presenca
da linfadenite nos ovinos amostrados em idade reprodutiva, particularmente em
propriedades com histérico de comercializacdo de animais. No entanto, ndo
foram encontrados - na literatura consultada - dados similares de avaliacdo de
indicadores epidemiolégicos ou de risco da doenca, que possibilitassem
confrontar os dados dos animais do presente estudo. Nao obstante, os
achados encontrados nos animais amostrados e propriedades sinalizam a

necessidade da adocédo de medidas de controle e profilaxia visando evitar a
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disseminacdo da doenca, notadamente para procedimentos que envolvam a
movimentagdo de animais entre criatorios;

Diante do potencial de disseminacdo do patégeno e da ineficacia do
tratamento, faz-se necessaria a adocao de medidas rigorosas de profilaxia da
linfadenite caseosa nos rebanhos, que incluem evitar a aquisicao de animais de
locais endémicos, fomentar o controle da movimentacéo de animais, bem como
medidas de higiene dos utensilios de uso comum nos animais, a adocao da
vacinagdo, quarentena e o descarte gradual de animais infectados (PUGH,
2005; RADOSTITS et al., 2007).
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7. Conclusdes

4 A alta frequéncia de isolamento de C. pseudotuberculosis nos linfonodos
dos ovinos com linfadenite confirma o predominio do micro-organismo na

linfadenite caseosa nesta espécie;

4 A presengca de outros micro-organismos como estafilococos,
estreptococos e enterobactérias isolados dos ovinos com linfadenite denota a
importancia do diagnostico microbiolégico nas infec¢cdes em linfonodos na

espécie;

v Os isolados de C. pseudotuberculosis mostraram alta sensibilidade “in
vitro” aos diferentes antimicrobianos testados, apesar das dificuldades de
tratamento dos animais acometidos, provavelmente devido as caracteristicas
de localizacéo intracelular e formacdo de piogranulma nas infeccOes pela

bactéria em ovinos, que dificultam a acao “in vivo” dos farmacos;

v A auséncia de isolamento de C. pseudotuberculosis em linfonodos
viscerais reforca o predominio da infeccdo dos linfonodos externos
(“palpéveis”) e a baixa ocorréncia da forma “visceral” ou disseminada da

infeccao;

v A concordancia observada entre a CAAF e o cultivo microbiol6gico nos
animais com isolamento de C. pseudotuberculosis indica a validade do exame

citologico como método de triagem no diagnostico da doenca,;

v A concordancia na deteccdo de C. pseudotuberculosis pelo método
microbiolégico e PCR, em 74% dos isolados, reforca a validade do método
microbiolégico no diagndstico de rotina da doencga e sinaliza a necessidade de
associacdo de métodos com intuito de otimizar a fidedignidade do diagnostico

da doenga;
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v O alto odds ratio e associacdo estatistica entre a presenca da doenca
em animais em idade reprodutiva, em propriedades com histérico de
comercializagao de animais, ratifica a necessidade da adogdo de medidas de
controle e profilaxia visando evitar a disseminacdo da doenca em

procedimentos que envolvam a movimentacdo de animais entre os criatorios;
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ANEXO

Anexo 1. Frequéncia absoluta e relativa de positivos e negativos para o isolamento de
Corynebacterium pseudotuberculosis em ovinos, segundo as variaveis epidemioldgicas e as

estatisticas associadas. Botucatu, 2012.

Positivo Negativo TOTAL Estatisticas
Municipio N % N % N \(/jzlcF))r or (1C95% or)
Bauru 5 500 5 500 10 Nd
Bofete 26 426 35 574 61 0,74 (0,04-12,44)
Botucatu 37 698 16 30,2 53 2,31 (0,14-39,31)
Buri 0 00 1 1000 1 Nd
Fartura 2 57 33 943 35 0.0001 0,06 (0,00-1,37)
Itapeva 1 7,7 12 92,3 13 0,08 (nd)
Itararé 1 500 1 500 2 1
Lencdes Paulista 10 1000 O 0,0 10 Nd
Piratininga 4 364 7 636 11 0,57 (nd)
Taguai 0 00 2 1000 2 Nd
Sexo
Fémea 82 44,09 104 5591 186
Macho 4 3333 8 66,67 12 06687  1,58(0,46-542)
Faixa Etaria (em anos)
0,0-|0,8 1 11,11 8 88,89 9 0,50 (nd)
0,8-|1,6 0 0,00 2 100,00 2 Nd
1,6-]2,4 1 2000 4 80,00 5 0.0001 1
2,4-3,2 1 455 21 9545 22 0,19 (nd)
3,2-14,0 32 69,57 14 3043 46 9,14 (0,93-89,35)
4,1-51 51 44,74 63 55,26 114 3,23 (0,35-29,88)
Raca
Dorper 5 8333 1 16,67 6 5,00 (nd)
Ile de France 2 100,00 0 0,00 2 Nd
Mestico 3 100,00 0 0,00 3 0,0230 Nd
Santa Inés 74 40,44 109 59,56 183 0,68 (0,09-4,92)
Sulffolk 2 50,00 2 50,00 4 1
Local da puncéo
Abcesso cabeca 0 000 1 100,00 1 nd
Inguinal 11 9167 1 833 12 11,00 (nd)
Mamario 1 5000 1 50,00 2 1
Parotideo 16 57,14 12 42,86 28 1,33 (0,08-23,54)
Pele 12 30,77 27 69,23 39 0,44 (0,02-7,71)
Popliteo 2 40,00 3 60,00 5 0.0290 0,67 (nd)
Pré-escapular 27 3553 49 64,47 76 0,55 (0,03-9,17)
Regido cervical 0 000 1 100,00 1 nd
(subcuténeo)
Subcutaneo (lombar) 1 100,00 0 0,00 1 nd
Submandibular 16 50,00 16 50,00 32
Ubere 0 0,00 1 100,00 1 nd
Numero Animais Propriedade
000 -|160 33 40,74 48 59,26 81 2,06 (0,20-20,70)
160 -| 320 39 4588 46 54,12 85 2,54 (0,25-25,45)
320 -] 480 4 3636 7 63,64 11 0,7752 1,71 (nd)
480 -| 640 1 2500 3 75,00 4 1
800 -] 960 9 5294 8 47,06 17 3,37 (0,29-39,32)
Racas: Dorper
SIM 44 48,89 46 51,11 90
NAO 42 3889 66 6111 108 2042 150(085-265)
Ragas: lle de France
SIM 10 100,00 O 0,00 10 0,0007 nd
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NAO 76 40,43 112 59,57 188

Ragas: Mestigo

SIM 10 100,00 O 0,00 10

NAO 76 4043 112 5957 188 00007 nd
Racas: Santa Inés

SIM 76 41,08 109 58,92 185

NAO 10 7692 3 2308 13 00257 0,21(0,05-:0,78)
Ragas: Sulffolk

SIM 10 83,33 2 16,67 12

NAO 76 4086 110 5014 186 20099  7.23(1,54-33,96)
Ragcas: Texel

SIM 5 50,00 5 50,00 10

NAO 81 43,09 107 56,91 188 09183 132(037-4,72)
Racas: White Dorper

SIM 1 25,00 3 75,00 4 08088 0,43 (0,04-4,18)
NAO 85 43,81 109 56,19 194 '

Tipo de criagédo

Extensivo 24 2424 75 75,76 99 0,17 (0,08-0,39)
Intensivo 24 64,86 13 35,14 37 <0,0001 1
Semi-intensivo 38 61,29 24 38,71 62 0,86 (0,37-1,99)
TEE: Cria

Sim 54 39,42 83 60,58 137

Néao 32 5246 29 4754 61 0,1201 0,59 (0,32-1,08)
TEE: Venda de Matrizes

Sim 23 76,67 7 23,33 30

N0 63 3750 105 6250 168 0001  547(2,22-13,49)
TEE: Venda de

Reprodutores

Sim 23 79,31 6 20,69 29

Néao 63 37,28 106 62,72 169 00001 6,45 (2,49-16,69)
TEE: Abate

Sim 23 26,44 64 73,56 87

Néao 63 56,76 48 4324 111 0,0001 0.27(0,15-0,50)
OAE: Avicultura

Sim 17 3864 27 61,36 44

Nao 69 4481 85 55,19 154 0,5784 0,78 (0,39-1,54)
OAE: Bovinocultura de

corte

Sim 17 44,74 21 55,26 38

N0 69 4313 91 5688 160 28073 107(052-218)
OAE: Haras

Sim 12 85,71 2 14,29 14

Néao 74 40,22 110 59,78 184 00024 8,91 (1,94-41,01)
OAE: Eucalipto

Sim 12 85,71 2 14,29 14

Néao 74 40,22 110 59,78 184 00024 8,92 (1,94-41,01)
OAE: Agricultura

Sim 2 40,00 3 60,00 5

Néao 84 43,52 109 56,48 193 0,7641 0,86 (0,14-5,30)
OAE: Bubalinocultura

Sim 9 5294 8 47,06 17

Nao 77 4254 104 57,46 181 0,5678 1,52 (0,56-4.12)
Procedéncia do rebanho

Fémeas préprias e Machos 5 10000 O 0,00 5 nd
comprados

Femeas proprias e Machos 67 4110 9 5890 163 OO 111(0.48-2,61)
comprados

Todos animais comprados 10 38,46 16 6154 26 1
VAC: Clostridiose

Sim 86 4550 103 54,50 189

Néao 0 0,00 9 100,00 9 0,0189 nd

62



VAC: Pasteurella

Sim 33 5156 31 48,44 64

N30 53 3955 81 6045 134 01494 163(0:89-2.96)
Quarentena de animais

novos

Sim 84 5490 69 45,10 153

N 2 444 43 9556 45 00001 26,17 (6,12-111,93)
Isolamento de animais

doentes

Sim 86 45,03 105 54,97 191

Nio 0 000 7 100,00 7 0.0485 nd
Ocorréncia %

<=0,1% 32 4507 39 54,93 71

>0,1% 54 4252 73 57,8 197 08432 1,11(0,62-1,99)
Movimentacdo de animais

Anual 23 8846 3 1154 26 30,67 (nd)
Semestral 31 3333 62 66,67 93 2,00 (0,21-18,66)
Trimestral 31 4366 40 56,34 71 <0,0001 3,1(0,33-29,15)
Mensal 0 0,00 4 100,00 4 nd
Semanal 1 25,00 3 75,00 4 1

TM: abate

SIM 51 42,15 70 57,85 121

NAO 35 4545 42 5455 77 07562 0,87(0,49-1,55)
TM: exposicéo

SIM 15 57,69 11 42,31 26

NAO 71 41,28 101 58,72 172 01733 1,94 (0.84-4.47)
TM: leildao

SIM 10 83,33 2 16,67 12

NAO 76 40,86 110 59,14 186 00099  7.24 (1,54-33,96)
TM: TOP

SIM 17 38,64 27 61,36 44

NAO 69 4481 85 55,19 154 0784 0,77 (0,39-1,54)
TM: venda

SIM 15 6522 8 34,78 23

NAO 71 40,57 104 59,43 175 00436  2,74(1,11-6:82)
Dig. linfoadenite

Sim 42 4941 43 50,59 85

N30 44 3894 69 6106 113 01845 153(0:87-271)
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Anexo 2. Modelo de questionario epidemiolégico realizado nas propriedades com
linfadenite caseosa ovina. Botucatu, 2012.

23 fmvz - unesp

Faculdsic di M cina Vederndna o 2ooiecnia
Lampem de Bobucatu

FACULDADE DE MFDICTNA VETERINARIA E ZOCTECNIA - FMVZ-UNESP Botucats, 5P
Departamaente do Fiigiems: Veterindia ¢ Sxads Pablica
Sanvigo de Diagnestice Micobinlegico ¢ Micclagico do Hespital Vietarinario

histérico de

Questionario
Propriedade:
Proprietarie:
Municipio:
] Nome do Animal
Data:_J_I___ | [identificagia)
Especie Sexo| |M Idade Raga
[ )F
Matemnal:
Caractenisticas: Coloragao
Aspecto [consisténcia)
Diagnostico/Suspeita Tratamento Utilizado
MNumero de animais na propriedade
Ragas:
Sisterna de crnagao
{ |} Extensivo { | Semi-Intensivo { }Intensivo
Tipo de exploragao economica

{ 1Cra { }Vendade matrizes | ) Vendade repredutores | ) Abate

Outras atividades exercidas na propriedade
{ JMac [ ) Sim, Quais:

e =g, CEM. 4@8412-000, Botucetu, S™
Forec (M) 1A Faoc (M) 16005 Aegeatfivar smp by e i b
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Historico de linfadenite no rebanhe | ) Sim { }NMao

Ocomencia (%)

Periodicidade de mov. dos animais | ) Mensal { ) Semestral

Churtro:

Tipodemov. | |} Exposigao { JLseilao
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Diagnostico de linfadenite | ) Sim [ JNao

Método de diagnostico | | Microbiolégico [ ) Citoldgico | | Soroldgico
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