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RESUMO

A situacdo da linfadenite caseosa (LC) no Vale do S&o Francisco é até entdo desconhecida,
por isso € necessario buscar informacfes sobre a doenca. Este estudo teve por objetivo
caracterizar a prevaléncia da LC em vinte propriedades de Petrolina-PE e regido, bem como
de animais abatidos nos abatedouros de Petrolina (PE) e Juazeiro (BA). Também objetivou
verificar por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a presenca dos genes de
viruléncia da fosfolipase D (pld) e do sistema de transporte de ferro fagA, B, C e D. Além
disto, o presente estudo também objetivou caracterizar o perfil de sensibilidade de isolados
de Corynebacterium pseudotuberculosis a desinfetantes e antibiéticos, relacionando estes
perfis com a producgéo de biofilme. Das 108 amostras coletadas em propriedades, 65 foram
oriundas de ovinos e 43 de caprinos. Nos abatedouros, obtiveram-se 449 amostras de
abscessos tanto de linfonodos superficiais, como de linfonodos internos e visceras. Todas
as amostras coletadas foram submetidas a cultivo em 4gar sangue em aerobiose por 48h.
Decorrido este tempo, coldnias suspeitas foram identificadas por suas caracteristicas
morfol6gicas, bioquimicas e tintoriais. A partir dai, 168 isolados representativos foram
submetidos a PCR para averiguacdo da presenca dos genes de viruléncia. Para os testes
de sensibilidade e producao de biofilme foram avaliados 398 isolados, que apds confirmagéo
da viabilidade e pureza foram submetidos ao teste de Kirb Bauer modificado. A habilidade
dos isolados em produzir biofilme foi avaliada pelo teste de aderéncia seguida da coloracéo
por violeta de genciana. Das amostras coletadas nas propriedades (n=81) 75%
apresentaram cultura bacteriol6gica positiva para C. pseudotuberculosis. Foram isolados C.
pseudotuberculosis de todas as propriedades avaliadas. O mesmo aconteceu com as
amostras de abatedouro. Das amostras coletadas no abatedouro (n=449), 54,10% foram de
linfonodo pré-escapular e 26,50% de visceras, mostrando que existe uma alta incidéncia da
forma subclinica. Os genes fagA, fagB e pld foram detectados em todos os isolados. O
gene fagC e D foram encontrados em 167 (99,40%) e 160 (95,23%) isolados,
respectivamente. A combinacdo de todos os fatores esteve presente em 160 (95,23%) dos
isolados estudados. Com relacdo aos antimicrobianos a sensibilidade obtida foi de 100%
para florfenicol, 100% para tetraciclina, 99,25% para enrofloxacina, 99,25% para
ciprofloxacina, 99,25% para lincomicina, 98,99% para cefalotina, 98,74% para norfloxacina,
98,74% para sulfazotrim, 97,74% para gentamicina, 94,22% para ampicilina, 91,71% para
amoxicilina, 91,21% para penicilina G, 89,19% para neomicina e 0% para novobiocina. Os
desinfetantes foram efetivos para os isolados em 100% para o formol e clorexidine, 99,50%
para a amoénia quaternaria, 87,69% para o cloro e 81,41% para o iodo. Setenta e cinco por
cento dos isolados foram fracos ou ndo produtores de biofilme, o que pode justificar os perfis
de sensibilidade obtidos. Os dados apresentados indicam a grande distribuicdo do C.
pseudotuberculosis na regido de estudo, bem como a importancia da sensibilizacdo dos
produtores para a ado¢&o das medidas de controle para a LC.

Palavas chave: antimicrobianos, caprino-ovinocultura, desinfetante, viruléncia



ABSTRACT

The situation of caseous lymphadenitis (CL) in the S&o Francisco valley is unknown,
SO it is necessary to seek information about the disease. This study aimed to
characterize the prevalence of LC in twenty properties of Petrolina-PE and region as
well as from animals slaughtered in slaughterhouses of Petrolina (PE) and Juazeiro
(BA). It also aimed to verify through the Polymerase Chain Reaction (PCR), the
presence of phospholipase D (pld) and of the iron transport system fagA, B, C and D
virulence genes. In addition, this study also aimed to characterize the sensitivity of
isolates of C. pseudotuberculosis to disinfectants and antibiotics, and relate these
profiles with the production of biofilm. Of the 108 samples collected from farms, 65
were derived from sheep and 43 goats. In slaughterhouses, we obtained 449
samples from abscesses of both superficial lymph nodes, as internal lymph nodes
and viscera. All samples were submitted to culture on blood agar in aerobically
conditions for 48 hours. After this time, suspected colonies were identified by their
morphological, biochemical and staining features. So, 168 representative isolates
were subjected to PCR to investigate the presence of virulence genes. For
susceptibility testing and biofilm production were evaluated 398 isolates, which after
confirmation of the viability and purity were tested using the modified Kirb Bauer. The
ability of isolates to produce biofilms was assessed by adherence followed by
staining with gentian violet. Among the samples collected in the farms (n=81), 75%
had positive bacterial culture for C. pseudotuberculosis. Of all the evaluated
properties was isolated C. pseudotuberculosis. The same happened to all the
samples of slaughter. Of the samples collected at the slaughterhouse (n=449),
54.10% of these were pre-scapular lymphnode and visceral 26.50%, showing that
there is a high incidence of subclinical form. fagA, fagB and pld genes were detected
in all isolates. The fagC and D genes were found in 167(99.40%) and 160 (95.23%)
isolates, respectively. The combination of all factors was present in 160 (95.23%)
isolates studied. With respect to antimicrobial sensitivity obtained was 100% for
florfenicol, 100% to tetracycline, 99.25% for enrofloxacin, ciprofloxacin for 99.25%,
99.25% for lincomycin, cephalothin to 98.99%, 98.74% to norfloxacin, 98.74% for
sulfazotrim, 97.74% to gentamicin, 94.22% for ampicillin, 91.71% for amoxicillin,
91.21% for penicilin G, 89.19% to neomycin and 0% for novobiocin. The
disinfectants were effective for the isolates in 100% for formaldehyde and
chlorhexidine, 99.50% for the quaternary ammonium, 87.69% for chlorine and
81.41% to iodine. Seventy-five percent of isolates were weak or non-biofilm
producers, which may explain the sensitivity profiles obtained. The data presented
show the wide distribution of C. pseudotuberculosis in the study region, as well as
the importance of awareness among producers for the adoption of control measures
for the LC.

Keywords: antimicrobial, goat and sheep industry, disinfectants, virulence
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1. Introducé&o Geral

A caprino-ovinocultura € uma atividade existente em varios paises,
principalmente em regibes semiaridas, que apresentam caracteristicas bem
peculiares, como a falta de adocao de tecnologias (SAMPAIO et al., 2009).

O Brasil dispbe de um efetivo de 9.355.220 caprinos e 16.628.571 ovinos,
sendo que no Nordeste, o rebanho de caprinos e ovinos é de 8.521.388 e 9.371.905,
respectivamente, com um maior rebanho no estado da Bahia, constando de
2.933.629 cabecas de ovinos e 3.020.849 caprinos. J& no estado de Pernambuco, a
quantidade de ovinos é de 1.351.934 e 1.720.128 de caprinos, concentrando essas
criacbes nas regides do submédio Sdo Francisco. Nesta regido, os maiores
rebanhos sdo encontrados nos municipios de Casa Nova, Uaua, Remanso, Juazeiro
na Bahia e Floresta, Custddia, Sertania e Petrolina em Pernambuco (IBGE, 2010).

No entanto, apesar do tamanho dos rebanhos nessas regifes, a sua
produtividade ainda é baixa, devido a diversos fatores, como a irregularidade das
chuvas, que afeta a producao de alimentos e como consequéncia aumenta a taxa de
mortalidade, diminui o0 ganho de peso e a taxa de desfrute. Outro importante fator
para a baixa produtividade dos caprinos e ovinos geralmente acontece por falta de
adocdo de tecnologias pelos produtores. Porém, nos Ultimos anos ressalta-se
melhoria nos sistemas de criacdo dos pequenos ruminantes em funcdo do aumento
da demanda de carne e leite pelo mercado consumidor, sendo essa atividade
importante para a comunidade rural, gerando maiores rendimentos, melhorando as
condicbes econdmicas dos pequenos produtores, assegurando sua subsisténcia
(PEDROSA et al., 2003).

Dessa forma, a caprino-ovinocultura é a principal atividade agropecuaria do
sertdo nordestino, representando uma contribuicdo para o crescimento econémico
da regido, aumentando a oferta de alimentos, pois embora ainda desorganizado, 0
setor de processamento de carnes e seus derivados esta expandindo, assim o
crescimento da cadeia produtiva ja é visivel, tendo como consequéncia uma melhor
qualidade de vida dos seus integrantes (MORRIS, 2009; SAMPAIO et al., 2009).

As enfermidades causadas por virus e bactérias ameacam o desenvolvimento

do agronegdcio brasileiro. Estudo realizado por Pinheiro et al., (2000) no estado do



16

Ceara, mostrou que préticas sanitarias sdo precarias nas propriedades produtoras
de caprinos independente do regime de criagdo, com uma mortalidade média de
22,8% e 4,6% para jovens e adultos, respectivamente. Por falta de adocdo do
manejo sanitario, varias doencas ocorrem e sao apontadas como responsaveis pela
reducdo da produtividade caprina e ovina, dentre as quais pode ser destacada a
linfadenite caseosa (RIBEIRO et al.,1988). A LC é uma doenca crbnica, causada
pelo Corynebacterium pseudotuberculosis, caracterizada por abscessos externos e
internos. O animal apresenta enfraquecimento geral e baixa producdo de carne e
leite, chegando a causar a morte. Cerca de 90% das propriedades caprinas do
sertdo do estado de Pernambuco apresentam a forma clinica da doenca (ALENCAR,
2010).

Uma vez que ainda ndo existe um tratamento eficaz, a prevencdo até o
momento € a melhor solucdo para o controle da doenca. Nesse sentido a inspecéo
periddica do rebanho, o isolamento dos animais doentes, bem como a limpeza e
desinfeccdo das instalacdes e fomites € de primordial importancia para diminuir a
disseminacao da enfermidade.

Em funcado da significativa ocorréncia da LC em propriedades de caprinos e
ovinos, necessita-se estudar os fatores de viruléncia, que causam a enfermidade,
bem como, o perfil de sensibilidade do agente etiolégico aos desinfetantes e
antibioticos e sua relagdo com estruturas, como o biofilme. Dessa forma, objetivou-
se realizar uma avaliacdo da incidéncia de linfadenite caseosa em caprinos e ovinos
na regido do sub-médio S&o Francisco, além de realizar a carcaterizacao fenotipica
e genotipica, sensibilidade a antimicrobianos e desinfetantes, bem como verificar a

habilidade na producéo de biofilme dos isolados de C. pseudotuberculosis.

2. Referencial Tebrico

2.1 Importancia econdémica da criagdo de caprinos e ovinos

O mercado internacional possui uma grande demanda por carne de caprinos
e ovinos, principalmente nos paises do Mediterraneo e de origem muculmana. Esta

demanda é suprida principalmente por animais provenientes de paises como Nova
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Zelandia e Australia. Dessa forma, tendéncias de mercado mostram que houve um
ligeiro aumento no pregco da carne, mas ndo o suficiente para melhorar o lucro
(BOUTONNET, 1999; OLIVEIRA et al., 2008).

A produtividade dos sistemas de criagcdo é de extrema importancia e nesse
contexto é necessario pesquisar formas de aumentar os indices produtivos da
caprino-ovinocultura (BOUTONNET, 1999; MORRIS, 2009). Com o advento do
consumo sustentavel, produtos de origem animal serdo atrativos ao consumidor,
guando apresentarem nas suas especificacdes rastreabilidade e autenticidade do
produto, que serdo padronizados por selos de origem (BOYAZOGLU & MORAND-
FEHR, 2011).

A producdo de caprinos e ovinos representa um grande potencial
socioeconémico para o agronegoécio mundial, embora exista uma necessidade de
incrementar as agdes voltadas para esse setor, buscando uma maior diversificagao
nos produtos. Assim, € primordial adequar a cadeia de producdo desde a
propriedade até o consumidor, incorporando novas tecnologias, passando da
exploracdo de subsisténcia para a comercializacdo organizada e apropriada para o
mercado cada vez mais exigente por produtos de origem animal com melhor
qualidade (BANDEIRA et al., 2007; ALVES et al., 2008).

Com o advento das mudangas no comércio internacional, proporcionando
abertura dos mercados, a atividade agropecuéaria vem buscando aperfeicoar as suas
unidades produtivas, a fim de tornarem-se mais competitivas. Neste contexto, torna-
se imperativo para a caprino-ovinocultura obter uma maior eficiéncia produtiva
(VIDAL et al., 2006).

No que se refere ao manejo nas propriedades, existem dois sistemas de
producdo. Aquela dos grandes produtores, onde a tecnologia € utilizada para
otimizacdo das caracteristicas genéticas e dos manejos sanitario, reprodutivo e
nutricional dos rebanhos, onde os animais sdo mais produtivos. Contudo, a maior
parte das propriedades permanece ainda a pecudaria de subsisténcia, onde nao
existe escrituragdo zootécnica, entre outras, caracterizando-se pela pouca
tecnificacdo (PINHEIRO et al., 2000).

Para a transicédo e consolidacdo da caprino-ovinocultura como agronegaocio, é
necessario buscar o ganho coletivo, mudar a mentalidade dos envolvidos nos
diferentes segmentos da cadeia produtiva. Organizar, articular e integrar

satisfatoriamente todos esses segmentos, objetivando fornecer ao consumidor final
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uma carne de qualidade, com regularidade de oferta através da producdo em escala
a um prego competitivo (SAMPAIO et al., 2009).

2.2 Linfadenite caseosa

2.2.1 Etiologia e aspectos epidemiolégicos

A linfadenite caseosa (LC), vulgarmente chamada de mal do caroco, possui
ocorréncia mundial, sendo descrita como uma doencga infecto-contagiosa, cronica e
subclinica em ovinos e caprinos. Enfermidades produzidas por estes micro-
organismos sao descritas em outras espécies animais, como a linfangite ulcerativa
em equinos, abscessos superficiais em bovinos, suinos, cervos e animais de
laboratério. O patégeno também foi isolado em bufalos, veados, porcos espinhos,
llhamas e camelos (DORELLA et al., 2006).

Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etioldgico da LC, foi descrito pela
primeira vez por Nocard em 1888, a partir de um caso de linfangite bovina. Sua
nomenclatura atual foi adotada em 1948, na 6° edicdo do Bergey’s Manual. No
entanto, a designacdo Corynebacterium ovis ainda é usada como sindénimo. C.
pseudotuberculosis caracteriza-se como um bacilo Gram-positivo pleomérfico,
pequeno, irregular, imoével, anaerdbico, intracelular facultativo de macrofagos,
fermentativo e nao formador de esporos. Suas colonias possuem aspecto
esbranquicado e sdo rodeadas por zona estreita de hemdélise completa, medindo 0,5
a 0,6 um por 1 a 3um, podendo apresentar aspecto cocdide, de clavas ou bacilos,
mostrando-se isolado ou formando grupamentos irregulares. Aparecem em
esfregacos corados individualmente, em pares ou em palicadas e em grupos
angulares semelhantes a letras chinesas (HOLT et al., 1994; QUINN et al., 2005).
Corynebacterium spp. faz parte do grupo dos actinomicetos, juntamente com outros
géneros como Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, possuindo caracteristicas
comuns, relacionadas a composicdo da parede celular, a qual contém
peptidoglicanos, arabinogalactaneos e acidos micolicos, além de uma alta proporgéo
de guanina e citosina no genoma (DORELLA et al., 2006). A viruléncia neste micro-
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organismo esté ligada aos lipideos de sua parede celular e a producdo de uma
exotoxina a fosfolipase D (pld). Essa enzima hidrolisa esfingomielina na membrana
das células mamarias liberando colina. Nos estagios iniciais de infeccdo, ela
aumenta a sobrevivéncia e a multiplicagcdo do C. pseudotuberculosis (QUINN et al.,
1994; MEYER et al., 2002, QUINN et al., 2005).

A classificacdo fenotipica de C. pseudotuberculosis é baseada nas
caracteristicas de cultivo e em provas bioquimicas. A bactéria € catalase e urease
positivas, fermenta carboidratos sem a producdo de gas (maltose, manose, glicose)
e ndo fermenta a lactose. Nao possui atividade proteolitica, portanto é incapaz de
hidrolisar a gelatina ou digerir a caseina (QUINN et al.,, 1994; DORELLA et al.,
2006).

A transmisséo desta doenca se da no meio ambiente pelo contato direto entre
animais saudaveis com portadores, principalmente no momento de ruptura do
abscessos. Este exsudado fica na vegetagcdo, nos alimentos, madeira e
principalmente no solo, por até oito meses (SANTA ROSA, 1996).

Distribuida em grande parte do mundo, a LC é encontrada no Norte e América
do Sul, Australia, Nova Zelandia, Europa, Asia e Africa (ARSENAULT et al., 2003).
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
Canada. A prevaléncia estimada para esta enfermidade foi de 21%, sendo que os
abscessos estavam presentes, em maior proporcdo, nos linfonodos da cavidade
toracica. No Egito, estudo para determinar aspectos epidemioldgicos associados a
LC encontrou 33,23% e 10,74% de prevaléncia para ovinos e caprinos,
respectivamente (AL-GAABARY, 2010). Com relacdo aos aspectos epidemioldgicos,
estudos realizados no Nordeste do Brasil ttm-se observado que a LC € a doenca de
maior prevaléncia (PINHEIRO et al., 2000; VALE et al., 2003; ALENCAR et al., 2010;
SOUZA et al., 2011).

Souza et al. (2011), observaram a prevaléncia e a distribuicdo de lesdes da
LC em ovinos no municipio de Mulungu (Paraiba) e encontraram 15,9% de lesdes
macroscopicas semelhantes a LC. Em estudo no sertdo de Pernambuco, Alencar et
al. (2010) visitaram 150 propriedades, observando a presenca de abscessos
cutaneos, sugestivos de LC em 92,5% das propriedades estudadas. No estado do
Ceard, Pinheiro et al. (2000), analisaram 127 propriedades, verificando que a

ocorréncia de LC é de 66,9%.
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2.2.2 Impacto econdmico da Linfadenite Caseosa

A LC tem trazido uma série de prejuizos a caprino-ovinocultura mundial e
brasileira com perdas significativas para a economia rural (MEYER et al., 2002;
ARSENAULT et al., 2003; FONTAINE & BAIRD, 2008; GUIMARAES et al., 2011).
Caracterizada por formacéo de lesdes necréticas encapsuladas caseosas, a LC tem
causado grande impacto nos criatérios, além de provocar significativas perdas aos
produtores de ovinos e caprinos em todos os paises, sendo estas decorrentes dos
prejuizos causados pela reducdo do rendimento da carne, 14, leite, pele, diminui¢cao
da eficiéncia reprodutiva, atraso no crescimento, menor ganho de peso, descarte
precoce de animais e comercializacdo dos animais por valor inferior ao praticado no
mercado (SOUZA et al., 2011). A LC é a principal causa de condenacao de carcacas
de ovinos em matadouros na Australia (ARSENAULT et al., 2003).

A LC constitui um importante desafio para a caprino-ovinocultura, sendo
necessaria a implantacdo de medidas de biosseguranca, importantes para o controle
da doenca, mantendo a sua prevaléncia em niveis aceitaveis (GUIMARAES et al.,
2011).

2.2.3 Patogenia

O mecanismo de desenvolvimento das lesdes comeca logo apos a
penetracdo do C. pseudotuberculosis no hospedeiro geralmente através da mucosa
oral, nasal e ocular, ou por meio de feridas na pele, onde 0 micro-organismo
propaga-se rapidamente pelo sistema linfatico até o linfonodo, onde produz a
exotoxina, responsavel pela formacao do abscesso e infiltracdo continua de células
inflamatodrias, aumentando a permeabilidade vascular. Assim, a doenca pode
ocorrer nos linfonodos, apresentando abscesso caseoso externo ou também
manifestar-se na forma visceral, caracterizada por lesdes internas principalmente

nos linfonodos mediastinais, mas também podendo ocorrer no figado, rins, coracéo,
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medula espinhal, testiculos, glandula mamaria e via respiratoria. Observa-se que
lesbes pulmonares sdo bastante comuns e podem apresentar-se como a principal
fonte de contaminacdo no rebanho através da producdo de aerossois infectados
(FONTAINE et. al., 2006, BAIRD & FONTAINE, 2007, FONTAINE & BAIRD, 2008).

Uma vez que a infeccédo tenha se estabelecido uma expanséo gradual do
linfonodo pode ocorrer e dependendo da sua localizagéo, a ruptura pode ocorrer
para extrair o contetdo purulento. Inicialmente, o pus dentro dos abscessos é macio
e semi-liquido, ao longo do tempo o material torna-se mais solido, pela presenca de
pequenos nddulos de mineralizacdo. Esses focos calcificados tendem a se formar
em camadas, mostrando uma aparéncia de lesdes lamelares (FONTAINE & BAIRD,
2008).

Dentre os fatores de viruléncia, a enzima Fosfolipase D € encontrada nas
linhagens de C. pseudotuberculosis. Esta enzima possui acdo de exotoxina
glicoprotéica ou citotoxina capaz de hidrolisar a esfingomielina, enfraquecendo as
membranas celulares e favorecendo a infec¢cdo pelo micro-organismo. Além disso,
provoca a ruptura dos eritrécitos ovinos nos meios de cultura . Aparentemente, C.
pseudotuberculosis ndo sintetiza outra citolisina com efeito hemolitico (QUINN et al.,
1994). Muitos estudos especificos das vias de fosfolipase foram realizados com o C.
pseudotuberculosis, a fosfolipase D é a mais estudada, sendo um fator de viruléncia
importante para a patogenicidade do agente (HODGSON et al., 1999).

Dorella et al.,, (2006) verificou que a Fosfolipase D (pld), aumenta a
permeabilidade vascular e constitui um fator piogénico estavel que atrai leucdcitos e
a presenca de lipidios na superficie. Os lipidios permitem a sobrevivéncia das
bactérias dentro das células fagociticas do hospedeiro, como também séo
responsaveis pela disseminacdo da bactéria da infecgdo priméaria, que comeca com
inflamacéo local, atingindo os linfonodos regionais e formagéo de abscessos.

Os genes o fagA (proteina integral de membrana), o fagB (transportador de
enterobactina de ferro), o fagC (ATP-proteina de ligacdo da membrana
citoplasmatica) e fagD (Sideroforos-proteina de ligacao de ferro), operon envolvido
em sistemas de absorcao de ferro bacterianas foram identificados imediatamente a
jusante do gene pld. Embora estes genes ndao sejam bem expressos in vitro, a
expressao in vivo parece contribuir para a viruléncia de C. pseudotuberculosis,
principalmente em caprinos (PEEL et al., 1997; BILLINGTON et al., 2002).
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Atualmente, o genoma de duas linhagens do C. pseudotuberculosis foi
sequenciado pela rede Gendmica de Minas Gerais e Protedmica do Pard. Esses
dados véao ajudar a identificar alvos especificos para o diagnéstico, como também
desenvolver vacinas e medicamentos (RUIZ et al., 2011).

O estudo das ilhas de patogenicidade (PAI) pode auxiliar na identificacado de
fatores de viruléncia bacteriana, pois sua presenca em bactérias patogénicas indica
altas concentracdes de genes de viruléncia, os quais codificam mecanismos de
adesdo, invasdo, colonizacdo e proliferacdo no hospedeiro além da evasao do
sistema imunolégico. O fato das ilhas de patogenicidade serem transmitidas
horizontalmente indica que os fatores de viruléncia podem contribuir para o aumento
da adaptabilidade das cepas em diferentes hospedeiros. Esta caracteristica foi
demonstrada pela descoberta de genes com funcBes associadas a absorcdo de
ferro, carbono e Magnésio, uma vez que esta absor¢do aumenta a sobrevida em

condi¢Oes de estresse (RUIZ et al., 2011).

2.2.4 Sinais clinicos

A LC é marcada por um processo inflamatério nos linfonodos, caracterizado
pela formacdo de abscessos com conteudo purulento, de aspecto caseoso e
amarelado. A doenca se inicia com o aumento do volume dos linfonodos, que com a
evolucao, tornam-se flutuantes. Os linfonodos acometidos com maior frequéncia sédo
0s pré-parotideos e pré-escapulares, podendo ocorrer abscessos em linfonodos
internos como o0s bronquiais, mediastinicos e nos pulmdes, causando quadros
respiratdorios como tosse cronica e nos mesentéricos, determinando o
emagrecimento progressivo do animal (SANTA ROSA, 1996; RIBEIRO, 1997).

Nos casos cronicos com lesdes viscerais, o animal apresenta anemia e
hipoproteinemia. Estes abscessos podem ser localizados em qualquer sistema do
organismo. A forma visceral da doenca é a que possui maior gravidade, visto que o

hY

diagnostico clinico € muito dificil e ela pode levar a debilidade do animal,
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disseminacgdo de abscessos no organismo, condenacao de visceras e carcaca e, até
mesmo, morte de animais (SANTA ROSA, 1996).

2.2.5 Diagnostico

Para o diagndstico é necessario identificar os animais com presenca clinica
da linfadenite caseosa, realizando a palpacdo dos linfonodos externos, sendo
necessario isolar os animais positivos. Apés isolamento dos animais, coleta-se o
exsudado para cultivo da amostra em laboratério (BAIRD & FONTAINE, 2007).

O cultivo e isolamento do agente contitui a principal ferramenta no diagndstico
da LC em pequenos ruminantes. Este € realizado com agar base sangue ovino a
8%, seguido da incubacdo por 48h a 37°C, em aerobiose. ApGs 0 crescimento
microbiano, pequenas colbnias brancas secas, friveis e cercadas por uma zona de
B- hemolise sdo caracteristicas do C. pseudotuberculosis. Naa coloracdo de Gram
sdo observados cocos bacilos gram positivos. A identificacdo do C.
pseudotuberculosis é geralmente realizada por meio de testes bioquimicos, sendo
observada a producéo de catalase e reacdes positivas nos testes de glicose, frutose,
galactose, manose, maltose e uréia e reacdes negativas nos testes de reducdo do
nitrato e esculina (HOLT et al., 1994; QUINN et al., 1994). Um importante teste para
confirmacéo do agente € o de CAMP reverso, onde acontece uma acao inibitéria da
fosfolipase D sobre a B-hemolisina do Staphylococcus aureus (COSTA 2002; QUINN
et al., 2005)

A puncao aspirativa com agulha fina € muito util e a citologia aspirativa pode
ser usada como método diagnédstico (RIBEIRO et al., 2001). Para Al-Gaabary et al.
(2010), o exame histopatolégico dos linfonodos permite o diagnostico da doenca.
Esta metodologia € muito importante para o diagnostico da forma visceral. Souza et
al. (2011) descrevem como caracteristico da LC lesfes histologicas, como uma area
de necrose central composta de restos celulares.

Alguns testes sorologicos sdo utilizados no diagnéstico do C.

pseudotuberculosis baseados em técnicas de imunofluorescéncia indireta,
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microaglutinacdo, imunodifusdo em gel de &gar, western blotting, fixacdo de
complemento, hemaglutinacdo indireta e ELISA. Este Ultimo teste usa componentes
da parede celular e a fosfolipase D purificada, para detectar o patégeno no animal,
com sensibilidade e alta especificidade. Além disto, o teste de ELISA pode detectar
a infeccdo em animais nos estagios iniciais da doenca, antes que o0s abscessos
figuem evidentes, e mesmo nos animais sem sinais clinicos (LANGENEGGER &
LANGENEGGER, 1991; BAIRD & FONTAINE, 2007; BINNS et al., 2007).

Técnicas moleculares podem ser utilizadas para o diagnoéstico da LC. A
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) € uma alternativa aos métodos
convencionais de diagnostico, sendo mais especifico. O uso de métodos
moleculares para andlise de sequéncias do gene RNAr 16S (DNAr) tem mostrado
uma importante ferramenta para determinar o grau de parentesco do género
Corynebacterium (KHAMIS et al., 2005). Porém para C. pseudoturbeculosis, essa
metodologia € de dificil analise, pois as sequéncias do rRNA 16S nao diferem este
do Corynebacterium ulcerans (RIEGEL et al., 1995). Cetinkaya et al. ( 2002)
desenvolveram um ensaio de PCR baseado no gene 16S rDNA, para identificar a
prevaléncia do C. pseudotuberculosis, porém este estudo apresentou algumas
limitagBes, pois dependia do cultivo bacteriano, e esta técnica ndo era especifica o
suficiente para distinguir o C. pseudotuberculosis do C. ulcerans. O gene rpoB
(gene codificador da subunidade beta da RNA polimerase), pode ser uma alternativa
para diferenciar as espécies (KHAMIS et al., 2004).

Pacheco et al. (2007) desenvolveram um ensaio de PCR-multiplex (mPCR)
gue amplifica, simultaneamente, trés genes especificos do C. pseudotuberculosis:
16S rDNA (RNA ribossémico 16S), rpoB (subunidade beta da RNA polimerase), e
pld (exotoxina fosfolipase D), onde facilita o diagnéstico diferenciando o C.
pseudotuberculosis de outros micro-organismos presentes nos abscessos,

principalmente C. ulcerans.

2.2.6 Controle e profilaxia
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A implantagdo de programas de erradicagdo para LC tem diversas
dificuldades, pois os animais subclinicos ndo sao diferenciados dos animais sadios,
0 que impede o diagnostico eficiente. Outro aspecto importante é que uma vez
estabelecida esta doenca € dificil de erradicar, porque o tratamento medicamentoso
ndo é eficaz, sendo o descarte do animal importante estratégia (DERCKSEN et al.,
2000; DORELLA et al, 2006). Paralelo a terapia antimicrobiana, séo indicados
medidas profilaticas buscando o controle da introducdo de animais na propriedade,
além de medidas sanitarias (GUIMARAES et al., 2011).

De acordo com Ribeiro et al. (2001) também deve ser utilizada vacina
comercial em todo o plantel, além de sugerir o uso da citologia aspirativa com agulha
fina (CAAF), como método alternativo no diagndstico da doenca. Muitos estudos
vém sendo realizados para obtencao de vacinas, que induzam alto nivel de protecéo
aos animais, contra a LC. Estas vacinas podem ser constituidas por células
bacterianas mortas, as bacterinas, e células bacterianas vivas, pela toxina inativada,
os toxoides, da C. pseudotuberculosis, ou pela associacdo destes componentes,
utilizando ou néo algum tipo de adjuvante (VALE et al., 2003). Uma vacina atenuada
contra LC foi produzida pela Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola. A
vacina estad disponivel sob forma liquida e deve ser administrada pela via
subcutanea. Estudos verificaram que a vacina possui 83,3% de eficacia contra a LC
em caprinos (RIBEIRO et al., 1991). Um estudo realizado por Hodgson et al. (1999),
testou a eficacia de uma vacina com a forma geneticamente inativada da fosfolipase
D, em ovinos, substituindo a histidina 20 pela serina. Os resultados indicaram que a
vacina conferiu uma protecédo de 44%, contra uma protecdo de 95% oferecida pela

vacina produzida pela inativagéo da fosfolipase D.

2.2.7 Potencial zoonético

Na Australia, Pell et al. (1997), descreveram dez casos de linfadenite caseosa
em humanos, a maioria, relativos a doenca ocupacional, ja que esses pacientes

foram expostos anteriormente a ovinos. A série de casos em humanos, quase
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duplica o nimero de notificacdes da doenca em humanos na Australia. Esses casos
foram tratados por incisdo e drenagem da linfadenite suparativa e utilizacdo de
antibioticos. No entanto, 0 aumento do uso de uma vacina contra linfadenite caseosa

em ovinos na Australia, resultou na diminuicdo dessa zoonose.
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3. Artigos Cientificos

Artigo 1

Linfadenite caseosa em caprinos e ovinos vivos e abatidos no Vale do Sao
Francisco

Maria da Concei¢do Aquino de S4&, Josir Laine Aparecida Veschi, Mateus Matiuzzi

da Costa

RESUMO

A caprino-ovinocultura é uma atividade presente em diversos paises, a qual
apresenta grande importancia econémica, principalmente em regides semiaridas.
Ultimamente o agronegocio vem se consolidando e melhorando as condi¢Bes de
producdo e sanitarias, visando produtos de melhor qualidade. A linfadenite caseosa
(LC), causada pelo Corynebacterium pseudotuberculosis, € uma doenca infecciosa
gue acomete ovinos e caprinos, resultando em grandes prejuizos econdémicos. O
conhecimento real da situacao sobre a linfadenite caseosa no Vale do Sao Francisco
€ desconhecido, por isso é necessario buscar informacdes sobre a doenca. Este
estudo prop6s o levantamento da incidéncia de LC em vinte propriedades de
Petrolina-PE e regido, bem como de animais abatidos nos abatedouros de Petrolina
(PE) e Juazeiro (BA). Em todas as propriedades visitadas havia suspeita da doenga,
pois 0s animais apresentavam abscessos supurados ou ndo supurados nos
linfonodos ou tecido subcutaneo. Das 108 amostras coletadas em propriedades, 65
foram oriundas de ovinos e 43 de caprinos. Nos abatedouros, obtiveram-se 449
amostras de abscessos tanto de linfonodos superficiais, como de linfonodos internos
e visceras. Todas as amostras coletadas foram submetidas a cultivo em agar
sangue em aerobiose por 48h. Decorrido este tempo, colonias suspeitas foram
identificadas como C. pseudotuberculosis por suas carcateristicas morfoldgicas,
bioquimicas e tintoriais. Das amostras coletadas nas propriedades (n=81) 75%
apresentaram cultura bacterioldgica positiva para C. pseudotuberculosis. De todas
as propriedades avaliadas foram isolados C. pseudotuberculosis. Da mesma forma
de todas as amostras de abatedouro foi isolado o agente da linfadenite caseosa,
indicando uma prevaléncia de 16% para os animais abatidos em Petrolina e 6% para
0s animais abatidos em Juazeiro. Do total das amostras coletadas no abatedouro
(n=449), 54,10% destas foram obitidas de linfonodo pré-escapular, 18,70% no
figado, 4,90% do pulméao, 0,2% dos rins, 0,50% do es6fago e 2,20% do Intestino
grosso, demonstrando que existe uma alta incidéncia de abscessos na forma
subclinica. Por meio dos resultados obtidos no presente estudo, salienta-se a
importancia do estabelecimento de medidas de prevencdo e controle da
enfermidade pelos caprinos-ovinocultores, associando o cuidado na introducao de
animais na propriedade a inspecdo periddica do rebanho e o descarte de animais
positivos.

Palavras-chave: agronegdcio, avaliagdo sanitaria, caprino-ovinocultura
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ABSTRACT

The goat and sheep industry is an activity present in several countries, which has
great economic importance, especially in semiarid regions. Lately agribusiness is
consolidating and improving production conditions and health, aiming to better quality
products. The caseous lymphadenitis (LC), caused by Corynebacteriun
pseudotuberculosis, is an infectious disease affecting sheep and goats, resulting in
economic losses. Knowledge of the actual situation on caseous lymphadenitis in the
Séo Francisco Valley is unknown, so it is necessary to seek information about the
disease. This study has proposed search the incidence of LC in twenty properties of
Petrolina-PE and region, as well as from animals slaughtered in slaughterhouses of
Petrolina (PE) and Juazeiro (BA). In all farms visited was suspected of the disease,
because the animals had ruptured abscesses or suppurative lymph nodes or
subcutaneous tissue. Of the 108 samples collected from farms, 65 were derived from
sheep and 43 goats. In slaughterhouses, we obtained 449 samples from abscesses
of both superficial lymph nodes, as internal lymph nodes and viscera. All samples
were submitted to culture on blood agar in aerobically conditions for 48 hours. After
this time, suspected colonies were identified as C. pseudotuberculosis by their
morphological, biochemical and staining features. Among the samples collected in
the farms (n=81), 75% was positive bacterial culture for C. pseudotuberculosis. Of all
evaluated properties was isolated C. pseudotuberculosis. Likewise for all
slaughterhouse samples was isolated the agent of caseous lymphadenitis, indicating
a prevalence of 16% for animals slaughtered in Petrolina and 6% for animals
slaughtered in Juazeiro. Of the total samples collected at the slaughterhouse
(n=449), 54.10% of these were found in the pre-scapular lymph nodes, 18,70% in
liver, 4.90% in the lung, 0,2% in kidney, 0.50% in the esophagus and 2.20% in the
intestine, showing that there is a higth incidence of abscesses in subclinical form.
Through the results obtained in this study highlight the importance of establishing
measures to prevent and control the disease by producers of sheep and goats,
involving the careful introduction of animals on the property, the periodic inspection of
the herd and disposal of animals positive.

Keywords: agribusiness, sheep and goat, sanitary evaluation
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1. INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura é uma atividade presente em quase todos os paises,
principalmente em regides semiaridas. Essas regides sao caracterizadas por
concentracfes de chuvas em curto periodo, sendo os demais marcados por secas,
contribuindo para a baixa produg¢@o nos animais, principalmente naqueles criatorios
com pouca adocao de tecnologias (BOUTONNET, 1999).

No entanto, o consumidor exige produtos de qualidade, o que obriga os
produtores a novas adequacdes, buscando melhorar a oferta de carne e leite e seus
derivados no mercado. Assim, sdo varias as acfes que devem ser praticadas pelos
pecuaristas, entre elas a compreensao do seu negdcio, visando programar manejo
adequado, desde a compra de animais com boa adaptabilidade a regido, resistentes
a doencas, com boa terminacéo e principalmente que sejam precoces (OLIVEIRA et
al., 2008). Estudos mostram que a caprino-ovinocultura pode proporcionar um
grande impulso na economia do pais. Porém, é primordial a integracdo entre todos
0os participantes do negécio, desde a fase da producdo, processamento e
principalmente da distribuicdo. O produtor deve ser sempre atualizado quanto as
exigéncias sanitarias do mercado (BOYAZOGLU & MORAND-FEHR, 2001).

Estudo realizado por Pinheiro et al. (2000), mostrou que no estado do Ceara,
de maneira geral, o manejo sanitario nas criagcbes de caprinos é pouco utilizado
independente se o regime de criacdo é extensivo ou intensivo. Assim, foi observada
uma mortalidade média de 22,8% e 4,6% para jovens e adultos respectivamente.
Por isso, a falta do manejo sanitario, contribui para a ocorréncia de muitas doencas,
entre elas a linfadenite caseosa (RIBEIRO et al.,1988).

A linfadenite caseosa se caracteriza por um processo inflamatério de
linfonodos, caracterizado pela formacdo de abscessos com contetdo purulento de
aspecto caseoso e amarelado (RIBEIRO, 1997). Nos casos crénicos, com lesdes
viscerais, 0 animal apresenta anemia e hipoproteinemia. Esses abscessos podem
ser localizados em qualquer sistema do organismo (SANTA ROSA, 1996). Esta é
uma doenca ocasionada pelo Corynebacterium pseudotuberculosis e acometem
ovinos e caprinos, entre outras espécies. Essa enfermidade € prevalente entre

pequenos ruminantes na maioria dos paises, provocando um impacto negativo na
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economia mundial, significativas perdas de carne e pele, sem mencionar o bem
estar animal (FONTAINE & BAIRD, 2008).

A frequéncia de abscessos cutaneos sugere apresenca de linfadenite
caseosa, como a doenca de maior frequéncia em caprinos no estado de
Pernambucano. Assim, demonstra a necessidade de implantar medidas de
biosseguridade para controlar a doengca e aumentar a produtividade da caprino-
ovinocultura (ALENCAR et al., 2010).

Este estudo propde o levantamento da linfadenite caseosa em caprinos e
ovinos de propriedades de Petrolina-PE e regido, bem como de animais abatidos no
abatedouro de Petrolina-PE e Juazeiro-BA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta das amostras

Foram visitadas vinte propriedades nas cidades de Afranio-PE, Floresta-PE,
Jatoba-PE, Petrolandia-PE e Petrolina-PE, onde os animais foram submetidos a
exames através de palpacdo dos linfonodos superficiais: parotideos,
submandibulares, pré-escapulares, pré-crurais, popliteos, mamarios. Quanto
observados os abcessos, foi realizado previa anti sépsia com alcool a 70%, em
seguida foi feita a extirpagdo cirdrgica para coleta do exsudado usando swabs
estéreis para coleta.

Também foram coletadas amostras de animais abatidos no Abatedouro
Municipal de Petrolina-PE e Abatedouro de Juazeiro-BA, no periodo de dezembro de
2010 e janeiro de 2011. A coleta de amostras dos abscessos foi realizada na
evisceragdo. No abatedouro de Juazeiro, € realizada inspeg¢do ante mortem, e 0s
animais que apresentam sinais clinicos ndo seguem para o abate, sendo devolvidos

aos proprietarios, assim foram coletados apenas amostras subclinicas.
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Apés a coleta das amostras, estas foram remetidas em meio de Stuart
modificado sob refrigeracao para o Laborat6rio de Microbiologia e Imunologia Animal
do Campus Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco —
UNIVASF.

2.2. Isolamento e identificacdo bacteriana

No laboratério, as amotras foram cultivadas em agar base enriquecido com
sangue ovino a 8%, sendo as placas incubadas por 48 horas em estufa a 37°C.
(CARTER, 1990). ApoOs crescimento, foi realizada coloragdo de Gram e testes de
catalase e CAMP (PELCZAR JR et al., 2007). As colbnias bacterianas isoladas
foram estudadas quanto aos aspectos macro e micromorfolégicos, bioquimicos e
tintoriais (QUINN et al. 1994). Foram os testes de fermentacao de acucares (maltose
e glicose), teste de esculina, teste de reducéo de nitrato, determinacdo da presenca

de DNAse e urease.

3. RESULTADOS

ApOs o cultivo em agar sangue por 48 horas foram obtidas colonias brancas,
secas mostrando hemolise. Na coloragdo de Gram, foram observados cocobacilos
gram positivos, que apresentaram prova de catalase positiva e teste de CAMP
reverso, bem como os seguintes resultados nos testes bioquimicos: maltose
positiva, glicose positiva, uréia positiva, esculina negativa, nitrato negativo e DNAse
negativa. Estas caracteristicas sao proprias do C. pseudotuberculosis.

Em todas as propriedades visitadas existiam animais que apresentavam

abscessos fechados ou ja abscedados nos linfonodos ou tecido subcutaneo,
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fazendo suspeitar de linfadenite caseosa. O rebanho existente em dezenove
propriedades pasta na vegetacao e vem as vezes até os currais para beber agua e
receber complemento alimentar, em forma de concentrados, feno ou silagem.
Nessas propriedades, o rebanho geralmente é composto de animais mesticos. As
instalagcbes dessas propriedades s&o currais de ch&o batido, sem cobertura,
dificultando o conforto térmico desses animais. Além disso, ndo possuem um local
adequado para o tratamento da linfadenite caseosa e outras enfermidades. A
maioria dos proprietarios relatou que ndo descartam adequadamente o material
retirado dos abscessos, onde na maioria dos casos, 0s abscessos s&o supurados no
campo, facilitando assim a contaminacdo para outros animais. De todas as
propriedades visitadas, apenas uma possuia todo o plantel em regime de criacao
intensiva. Neste criatorio, utiliza-se manejo reprodutivo, melhoramento genético,
racdo balanceada e, escrituracdo zootecnica, que indicava uma prevaléncia da
linfadenite caseosa de aproximadamente 10% do plantel.

Foi coletado um total de 108 amostras de abscessos nas fazendas, conforme
Tabela 1, sendo 58 de ovinos e 50 de caprinos. Destas amostras, em 81 (75%) foi
isolado C. pseudotuberculosis, sendo que nas demais amostras foram cultivados

outros micro-organismos, como Bacillus spp. e Staphylococcus spp.

Tabela 1: Amostras de abscessos coletados e respectivos isolamentos de C.
pseudotuberculosis de propriedades de caprinos e ovinos no Vale do S&o Francisco.

Localidade N° de Neo Neo Isolados

propriedades caprinos ovinos

Petrolina-P. Bebedouro 01 18 0 14
Petrolina— P. S.IN.C. N 3 01 03 03 02
Petrolina— P.S.N.C.C 1 03 0 12 09
Petrolina — Lajedo 06 05 28 30
Afranio 01 02 0 02
Floresta 01 04 03 07
Petrolandia 05 14 09 11
Jatoba 02 04 03 06

Total 20 50 58 81
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Dos animais abatidos no bipolo Petrolina e Juazeiro, foram coletadas
amostras oriundas de linfonodos externos e também dos 6rgaos internos, como
pulmdo, rim, visceras, masseter e figado (Tabela 2). Os animais abatidos em
Petrolina foram oriundos das cidades de Afranio-PE, Dormentes-PE, e Petrolina-PE,
porém ndo existe abate separado por categoria animal, de forma que ovinos e
caprinos sao abatidos juntos. Além disso, os animais sdo abatidos por lotes
(caprinos e ovinos) adquiridos de diversas propriedades por um intermediario. No
abatedouro de Juazeiro, os animais sdo abatidos individualmente. Neste caso todas
as amostras foram obtidas de ovinos, provenientes das cidades de Juazeiro e
Curaca-BA.

Em relacdo as amostras coletadas nos abatedouros, foi observado que 54,1%
dessas amostras foram provenientes do linfonodo pré-escapular, seguido por
abscessos no figado, onde foram encontrados 19% e 8,0% dos achados em
Petrolina e Juazeiro respectivamente, mostrando que existe uma alta incidéncia de
abcessos neste 6rgao. Abscessos também foram obtidos em ourtros 6rgaos internos
(Tabela 2).

Tabela 2: Abscessos coletados em caprinos e ovinos nos Abatedouros de Petrolina-
PE e Juazeiro-BA.

Petrolina % Juazeiro % Total Percentual

Total
Pré-escapular 237 54,24 6 50,02 243 54,1
Sub-mandibular 64 14,64 0 0,00 64 14,3
Iguinal 0 0,00 1 8,33 1 0,2
Pré-cural 0 0,00 1 8,33 1 0,2
Figado 83 18,99 1 8,33 84 18,7
Pulméao 21 4,81 1 8,33 22 4,90
Intestino Grosso 9 2,06 1 8,33 10 2,2
Masseter 20 4,57 0 0,00 20 4.5
Rim 1 0,23 0 0,00 1 0,2
Esbfago 2 0,46 0 0,00 2 0,5
Mesentérico 0 0,00 1 8,33 1 0,2
Total de Abscessos 437 100 12 100 449 100

T. de Animais Abatidos 2790 190 2980 -
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4. DISCUSSAO

A situacao real da linfadenite caseosa na regido do Vale do S&o Francisco,
até entdo é desconhecida, dessa forma € necesséario buscar informacdes que
possibilitem solucionar questbes referentes a doenca. Durante as visitas nas
propriedades observou-se que existe pouca adoc¢ado de tecnologias, as quais foram
descritas em apenas uma propriedade. Estes resultados podem justificar a alta
prevaléncia da enfermidade nas propriedades. Outros estudos realizados no estado
de Pernambuco (ABREU et al., 2008a) revelaram a mesma prevaléncia (100%), que
a descrita para as propriedades da regido de Petrolina. Alencar et al. (2010) ao
verificar perfil sanitario de propriedades do sertdo Pernambucano observaram uma
frequéncia de 92,5% de abscessos cutaneos nas propriedades avaliadas. Isto indica
que a frequéncia da LC pode variar de acordo com a regido de estudo, contudo
grande atencdo deve ser dada ao semiarido pernambucano, em particular o vale do
S&o Francisco.

Nos animais abatidos foi encontrada uma ocorréncia de LC em 15,66%
(437/2790) dos animais abatidos em Petrolina e 6,31% (12/190) dos animais
abatidos em Juazeiro, mostrando nameros preocupantes para a economia local.
Nossos resultados s&o semelhantes aos observados por Souza et al. (2011)
avaliando ovinos deslanados no estado da Paraiba. Entretando, os valores descritos
no presente estudo foram menores que os descritos por Arsenaut et al. (2003). O
menor indice observado nos animais abatidos em Juazeiro deve-se a inspecéo ante
mortem executada, o qual ndo permite que animais com infeccdo clinica sejam
abatidos. Segundo Baird & Malone (2010), a inspecdo de animais no abatedouro
pode ser uma importante medida para monitorar a situacdo da LC nos rebanhos,
contudo esta pratica ainda nao é realizada no abatedouro de Petrolina-PE.

No presente estudo, os abscessos observados estavam em linfonodos pré-
escapulares (54,10%). Nos animais abatidos em Juazeiro, 0s abscessos pré-
escapulares também sdo mais frequentes. Souza et al. (2011), observaram que dos
1.466 ovinos abatidos na Paraiba, 15,9%, apresentaram lesdes macroscopicas
semelhantes a linfadenite caseosa, sendo sua maior prevaléncia nos linfonodos pré-

escapulares, nos parotideos e no pré-cural. Essa maior ocorréncia pode ser
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justificada pelo fato desse linfonodo estar localizado mais superficialmente, ficando
exposto aos fomites, as instalacbes e a vegetacdo, que na regido estudada,
possuem muitos espinhos (RIET-CORREA et al., 2001).

Abcessos em outros 6rgdos internos também foram observados porém com
menor frequéncia o que esta de acordo com o descrito com Arsenaut et al. (2003).
Segundo Fontaine & Bird (2008) a ocorréncia de abscessos em 0Orgados internos
pode estar associada a dissemincdo hematdégena do patdgeno. Abscessos nos
pulmdes foram observados em 4,9% dos animais abatidos. Lesbes neste 6rgéo sao
descritas (SOUZA et al., 2011) e indicam uma importante fonte para contaminacao
de animais nos rebanhos, especialmente quando a lesdo pulmonar € a Unica
observada nos animais (FONTAINE & BIRD, 2008). Além disto, a prevaléncia de
abscessos internos indica a importancia da adocao de métodos de diagndstico mais
acurado, visto que o simples exame visual dos animais com a remocdo dos
abscessos pode ndo ser uma medida eficaz para o controle da enfermidade (Baird &
Malone, 2010).

Na maioria das amostras coletadas dos animais provenientes de propriedades
rurais e em todas de abatedouro foram isoladas bactérias com perfil bioquimico de
C. pseudotuberculosis (CARTER, 1990; QUINN et al., 1994; PELCZAR JR et al.,
2007). Porém, houve crescimento de outros micro-organismos, como Proteus spp. e
Bacillus spp.. Outros agentes bacterianos podem ser isolados sozinhos ou em
associacdo com o C. pseudotuberculosis em casos de linfadenite caseosa, como
Bacillus spp., Staphylococcus spp. e R. equi (ABREU et al., 2008). Staphylococcus
spp. e Bacillus spp. sdo considerados habitantes normais da pele e o primeiro pode
ser isolado provocando infec¢des piogénicas (HIRSH & ZEE, 2003).

A alta frequéncia de LC observada neste estudo pode estar associada com
procedimentos de manejo, que favorecem a disseminacdo do agente entre 0s
animais, como tatuagem, marcacdo, corte de cauda, castracdo, utilizando
ferramentas sem esterilizagdo. Além disso, a regido de criagcdo dos animais possui
vegetacdo composta por plantas cactaceas, que provocam ferimentos na pele dos
animais, somando-se ainda a esses fatores, a habilidade do micro-organismo
sobreviver ao ambiente por varios meses, além de varias propriedades sem
assisténcia técnica (PINHEIRO et al., 2000). Por isso a necessidade de limpeza

peridédica das instalacdes, cochos e bebedouros, como também a ado¢do de um
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calendério de vacinas e vermifugacdo, bem como limpeza e desinfeccdo do umbigo
e separacao dos animais doentes em piquete préprio (BANDEIRA et al., 2007).

Nesse trabalho foi constatado que os principais problemas sanitarios sao
pouca limpeza nas instalacfes, animais doentes juntos dos animais sadios, o0 que
provoca Vvarios tipos de doencas entre elas as helmintoses, linfadenite caseosa,
mastite, pneumonia e artrite sdo mais frequentes nos animais criados sob regime
semi-intensivo/intensivo do que sob regime extensivo, concordando com o estudo de
Pinheiro et al. (2000). A propriedade com regime intensivo de producdo, embora
com melhores intalacdes, controle zootécnico, racdo balanceada, calendario de
vacinagdo e vermifugacdo, apresentou uma ocorréncia de 10% de linfadenite
caseosa, mostrando que nesse caso, o0 problema pode estar relacionado com a alta
densidade animal.

A similaridade dos resultados dos diversos estudos na regido NE (PINHEIRO
et al.,, 2000; ALENCAR et al., 2010), com aqueles obtidos neste trabalho reforca o
potencial de disseminacdo do C. pseudotuberculosis. Logo, faz-se necessario o
desenvolvimento de estudos sobre caracterizacdo zoosanitaria nos rebanhos
brasileiros, estudos epidemiol6gicos que determinem a incidéncia e prevaléncia das
principais enfermidades, desenvolvimento e uso de meétodos moleculares para
identificacdo e tipagem dos patdgenos, técnicas para diagnéstico diferencial e
quantificacdo dos prejuizos oriundos dos problemas sanitarios (PINHEIRO et al.
2000).

5. CONCLUSOES

Deve ser destacada a grande ocorréncia de lesdes e do isolamento de C.
pseudotuberculosis de animais em propriedades rurais e no abatedouro de Petrolina
e Juazeiro, sendo que este fato pode estar associado a baixa tecnificacdo e fatores
como a vegetacao observada nas propriedades rurais do semiarido pernambucano e

bahiano.
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Artigo 2

Distribuicdo dos genes pld e fagA,B,C e D em Corynebacterium

pseudotuberculosis isolados de caprinos e ovinos

Maria da Conceig&o Aquino de Sa, Gisele Veneroni Gouveia, Mateus Matiuzzi da
Costa

RESUMO

A linfadenite caseosa é uma doenca cronica e subclinica que acomete caprinos e
ovinos. Uma vez estabelecido, o micro-organismo se multiplica causando
inflamacédo, necrose e formando abscesso caseoso. A bactéria causa grandes
perdas econdmicas, principalmente aos pequenos produtores. Pouco se sabe da
arquitetura genética de C. pseudotuberculosis, sendo que a maioria dos genes
estudados codifica fatores de viruléncia. Assim, o objetivo desse trabalho foi
verificar, por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a presenca dos
genes de viruléncia da fosfolipase D (pld), proteina integral de membrana (fagA),
transportador de enterobactina de ferro (fagB), ATP- proteina de ligacdo da
membrana citoplasmética (fagC) e Sideroforos- proteina de ligagdo de ferro (fagD)
em isolados de C. pseudotuberculosis, obtidos de casos de linfadenite caseosa de
caprinos e ovinos, da regido do Vale do S&o Francisco. Um total de 168 isolados foi
utilizado neste estudo. Destes isolados 145 foram obtidos de abscessos em
linfonodos superficiais e 23 de absessos em visceras. Os DNAs foram termo-
extraidos em um volume final de 500 pl. A PCR foi utilizada para averiguacdo da
presenca dos genes de viruléncia. Os genes fagA, fagB e pld foram detectados em
todos os isolados. O gene fagC foi positivo em 167 (99,40%) isolados. O gene fagD
foi o menos frequente, sendo detectado em 160 (95,23%) isolados. A combinagao
de todos os fatores esteve presente em 160 (95,23%) dos isolados estudados.
Todas as amostras de 6rgaos viscerais foram positivas para os genes estudados. Os
fatores de viruléncia pesquisados sdo frequentes entre os isolados de C.
pseudotuberculosis obtidos de casos de LC, confirmando sua importancia na
patogénese da enfermidade.

Palavras chave: Linfadenite caseosa, Fosfolipase D, fagA, B, C e D, patogenicidade
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ABSTRACT

The caseous lymphadenits is a chronic and subclinical desease that affect goats and
sheep. Once established, the micro-organism multiplies causing inflammation,
necrosis and caseous abscess. The bacterium causes economic losses, especially to
small producers. The genetic architecture of C. pseudotuberculosis is still poorly
known , and the most studied genes encode virulence factors. The objective of this
paper was to verify, using the Polymerase Chain Reaction (PCR), the presence of
the phospholipase D(pld), membrane integral protein(fagA), enterobactin transporter
of iron (fagB), ATP-binding protein of the cytoplasmic membrane (fagC) and
siderophore-iron-binding  protein (fagD) virulence genes isolates of C.
pseudotuberculosis obtained from cases of caseous lymphadenitis in goats and
sheep, of the region of the S&o Francisco Valley. A total of 168 isolates was used in
this study. These isolates, 145 were obtained from abscesses in the superficial lymph
nodes and 23 from abscesses in viscera. The DNA was heat extracted in a final
volume of 500 pL. PCR was used to investigate the presence of virulence genes.
fagA, fagB and pld genes were detected in all isolates. The fagC gene was positive in
167 (99.40%) isolates. The fagD gene was less frequent, being detected in 160
(95.23%) isolates. The combination of all factors was present in 160 (95.23%)
isolates studied. All samples of visceral organs were positive for the genes studied.
The virulence factors surveyed are frequent among isolates of C. pseudotuberculosis
obtained from cases of LC, confirming its importance in the pathogenesis of the
disease, its wide distribution in field isolates confirmed its potential for construction
of live attenuated vaccines.

Keywords: Caseous lymphadenitis, phospholipase D, fagA, B, C e D, pathogenicity
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1. INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram positiva,
responsavel pela linfadenite caseosa (LC), uma doenca infecto-contagiosa de dificil
diagnostico, que acomete caprinos e ovinos, causando grandes prejuizos
(FONTAINE & BAIRD, 2008). O micro-organismo se multiplica causando
inflamacé&o, com caracteristicas necroticas formando abscesso caseoso (QUINN et
al., 1994; DORELLA et al., 2006). Embora, C. pseudotuberculosis seja de grande
importancia, sua patogénese ainda € pouco caracterizada. Avangos ha area
gendmica tém permitido a descoberta de novos genes, principalmente relacionados
a viruléncia (D’ FONSECA et al., 2008).

A hemolise é caracteristica do C. pseudotuberculosis e considerada uma
importante marca da viruléncia de varios micro-organismos. Esta caracteristica é
muito importante, uma vez que tem sido associado com a captura de ferro, o qual é
um micronutriente associado a obtencdo de energia e multiplicacdo bacteriana
(JOST & BILLINGTON, 2004)

O produto do gene para a fosfolipase D (pld) é considerado como principal
fator de viruléncia do C. pseudotuberculosis (HODGSON et al., 1999). O gene pld
codifica uma exotoxina, que aumenta a permeabilidade vascular, promovendo a
disseminacao das bactérias (HODGSON et al., 1994). Embora ndo seja considerada
diretamente hemolitica esta tem sido reportada como capaz de produzir hemolise
sinérgica e complemento dependente (JOST & BILLINGTON, 2004).

Além do gene pld também outros importantes fatores de viruléncia sdo o fagA
(proteina integral de membrana), o fagB (transportador de enterobactina de ferro), o
fagC (ATP- proteina de ligacdo da membrana citoplasmética) e fagD (Sideréforos —
proteina de ligacdo de ferro), os quais estdo organizados em um operon envolvido
na absorcdo de ferro, que confere ao C. pseudotuberculosis persisténcia em
infeccbes de caprinos. Esse operon estad localizado a jusante do gene pld,
contribuindo para a viruléncia do C. pseudotuberculosis (BILLINGTON et al., 2002).

Varios trabalhos tém sido conduzidos no intuito de caracterizar a viruléncia de
C. pseudotuberculosis, principalmente objetivando o desenvolvimento de novas
vacinas e terapias para o controle da LC (CETINKAYA et al., 2002, D’FONSECA et
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al., 2008). Pacheco et al. (2007) utilizaram o gene pld para desenvolver um ensaio
de PCR multiplex, onde incluiu os genes rpoB e 16S rRNA, o que permitiu
diferenciar C. pseudotuberculosis de outras espécies como C. diphthriae e C.

ulcerans.

Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar, por meio da PCR, a presenca dos
genes de viruléncia pld, fagA, fagB, fagC e fagD, em isolados de C.
pseudotuberculosis, obtidos de linfadenite caseosa de caprinos e ovinos, da regiao

do Vale do Sao Francisco.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal,
no Campus de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco
(UNIVASF) de Petrolina-PE.

2.2. Isolados bacterianos

Um total de 168 isolados de Corynebacterium pseudotuberculosis foi utilizado
neste estudo. Os isolados foram obtidos a partir de amostras de linfadenite caseosa
de caprinos e ovinos vivos, provenientes de propriedades de Afranio-PE (n=02),
Floresta-PE (n=04), Jatoba-PE (n=02), Petrolandia-PE (n=04) e Petrolina- PE
(n=38), bem como de animais abatidos nos abatedouros de Petrolina-PE (n=116) e

Juazeiro-BA (n=02). Destes isolados 145 foram obtidos de abscessos em linfonodos
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superficiais e 23 de abscessos em visceras. Os isolados de Corynebacterium
pseudotuberculosis foram previamente identificados por meio de suas caracteristicas
morfologicas, tintoriais e bioquimicas, conforme Quinn et al. (1994). As culturas
foram repicadas em meio agar Triptona de Soja (TSA), e entdo utilizadas para

caracterizacdo molecular.

2.3. Caracterizacdo molecular dos isolados

O DNA dos isolados de Corynebacterium pseudotuberculosis foi termo-
extraido em um volume final de 500 ul. A PCR foi utilizada para averiguacdo da
presenca dos genes fagA, fagB, fagC, fagD e pld, com a utilizagdo de iniciadores
especificos apresentados na Tabela 1. Os iniciadores para amplificagdo dos genes
fagA, fagB, fagC e fagD foram desenhados com o programa Primer3 Plus
(Disponivel em <http://www.genome.wi.mit.edu/cgibin/primer/primer3_www.cgi>). A
qualidade dos iniciadores foi verificada no site
<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/>, tomando-se cuidado
para optar por primers que possuissem AG >0, para que as reagdes espontaneas
nao ocorram ou o mais préximo de zero, que formassem o menor nimero possivel
de hairpins. Os primers utilizados para amplificacdo do gene pld foram descritos por
Hodgson et al., 1990.
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Tabela 1. Relacao dos iniciadores utilizados para deteccéo dos genes de viruléncia.

gene Sequéncia Produto  Referéncia
Pld F 5ATGAGGGAGAAAGTTGTTTTAY 924 pb Hodgson et al.,
1990.
Pld R 5TCACCACGGGTTATCCGCY Hodgson et al.,
1990.
Fag A F 5AGCAAGACCAAGAGACATGCY 245 pb Esse trabalho
Fag_ A R 5AGTCTCAGCCCAACGTACAGY Esse trabalho
Fag B F 5GTGAGAAGAACCCCGGTATAAG3 291 pb Esse trabalho
Fag B R 5TACCGCACTTATTCTGACACTG3’ Esse trabalho
Fag C_F 5GTTTGGCTATCTCCTTGGTATG3’ 173 pb Esse trabalho
Fag C_R 5 CGACCTTAGTGTTGACATACCC3 Esse trabalho
Fag_D_F 5GAGACTATCGACCAGGCAGA3’ 226 pb Esse trabalho
Fag_D_R 5ACTTCTTGGGGAGCAGTTCT3 Esse trabalho

Para a realizacdo da PCR, foram empregadas as condi¢cdes descritas na
Tabela 2. A reacdo de amplificacdo para o gene pld constou das seguintes estapas:
desnaturacdo inicial a 94 °C por 30 segundos, seguida de 40 ciclos com
desnaturacdo a 94°C por 40 segundos, temperatura de anelamento de 61°C por 40
segundos, e extensdo a 72°C por 40 segundos. Apds o término dos ciclos houve
uma etapa de extensao final de 72°C por 10 minutos. Para os demais genes, a
diferenca foi em relacéo a temperatura de anelamento que foi de 58°C, 55°C, 60°C e
61°C para os genes fagA, fagB, fagC e fagD, respectivamente. Em seguida, os
produtos de amplificacdo foram analisados em gel agarose 1,5% adicionado de

brometo de etideo e visualizados sobre iluminagéo ultravioleta (UV).
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Tabela 2. Condicdes de reacdo da PCR para os genes de viruléncia estudados

Produtos da reacao Genes de viruléncia

pld fagA fagB fagC fagD

Tampéao de enzima 1X(10mM  Tris- pH 8,3, MgCl; 2,6 mM,50 mM
KCI)

MgCl, (mM) 1 1.4 1,3 1,3 1,3
dNTPs (mM) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Primers (mM) 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Taq DNA polimerase (U) 2,5 0,15 2,5 2,5 2,5
DNA molde (uL) 4 4 4 4 4
Agua ultra pura (uL) 15,25 15,05 15,10 15,10 15,10
Total (pL) 25 25 25 25 25

3. RESULTADOS

A especificidade dos iniciadores utilizados foi comprovada pela aplicacdo do
produto de PCR em gel de agarose 1,5%, permitindo a observacdo de uma banda

especifica para cada produto de amplificacao (figura 1).

1 2 3 4 5 6

1000 pb
750 pb

250 pb

Figura 1: Padrdo de tamanho do PCR para os
genes fosfalipase D fagA, B, C e D de isolados de
C. pseudotuberculosis.

As colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 representam
respectivamente:Padrdo de tamanho de 50 bp
(Ludwig Biotec), PCR para o gene fagA (245 pb),
PCR para o gene da fosfolipase D (924 pb), PCR
para o gene fagB (291 pb), PCR para o gene
fagC (173 pb) e PCR para o gene fagD (226 pb).
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O genes fagA, fagB e pld foram positivos em todos os isolados. Ja o fagC foi
presente em 99,40% (167) dos isolados testados, enquanto que o gene fagD
apresentou a menor frequéncia de 95,23% (160 isolados). As combinacdes dos
fatores de viruléncia observada nos 168 isolados de Corynebacterium
pseudotuberculosis encontram-se na Tabela 3. Todas as amostras coletadas nos
orgaos viscerais foram positivas para 0s cinco genes testados. O gene fagD foi

menos frequente em amostras coletadas de animais abatidos.

Tabela 3. Combinacdes dos genes de viruléncia nos isolados de C. pseudotuberculosis

Combinacdes dos genes Numero de Percentual (%)
isolados
positivos
fagA/fagB/pld 1 0,60
fagA/fagB/fagC/pld 7 4,17
fagA/fagB/fagC/fagD/pld 160 95,23
4. DISCUSSAO

A PCR é um método preciso, eficiente e de alta sensibilidade que pode
confirmar a identificacdo de um patdgeno rapidamente, utilizando material coletado
diretamente das lesdes, bem como de isolado em cultivo (PACHECO et al., 2007).
Além da taxonomia, também se pode caracterizar a presenca de genes de
viruléncia, demonstrando assim o potencial do microrganismo em ocasionar a
enfermidade.

Nesse trabalho, o gene pld foi encontrado em todas as amostras, 0 que esta
de acordo com outros trabalhos que mostram a disseminacdo do gene pld nos
isolados de C. pseudotuberculosis (HODGSON et al., 1990; CETINKAYA et al.,
2002; PACHECO et al., 2007). Este gene codifica a exotoxina fosfolipase D, uma
enzima que catalisa a dissociagcdo da esfingomielina, aumenta a permeabilidade
vascular e a sobrevivéncia do C. pseudotuberculosis nas células, sendo responsavel

pela invasdo do organismo e transporte para os linfonodos regionais através de
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fagdcitos (BAIRD & FONTAINE, 2007). Esse gene esta associado com alto grau de
viruléncia dessa bactéria.

Os mecanismos pelo qual o pld se expressa ainda ndo estdo bem
esclarecidos, porém se observa que ele pode ser regulado por uma variedade de
fatores ambientais que podem envolver a vinculagdo de repressores, ativadores ou
mudancas na estrutura do DNA (MCKEAN et al., 2007). Todos os isolados avaliados
neste estudo apresentaram teste de CAMP reverso, indicando a expresséo da pld.
Pacheco et al. (2011) ao comparar proteomas de duas cepas com diferencas
quanto a sua viruléncia, observaram que esta proteina foi expressa apenas no
isolado virulento. A atenuacdo do gene pld reduz a viruléncia dos isolados de C.
pseudotuberculosis e impede o desenvolvimento da linfadenite caseosa
(MCNAMARA et al.,1994), sendo que isolados knockout para pld podem representar
novos candidatos para confeccdo de vacinas vivas atenuadas (SIMMONS et al.,
1998, MEYER et al., 2002).

Para Billington et al. (2002), os genes putativos fagA, B, C e D, estao
relacionados com absorcéo e regulagéo de ferro pelo C. pseudotuberculosis, e estdo
localizados a jusante do gene pld. Esses genes sd0 pouco expressos in vitro, mas
guando expressos in vivo acentuam a viruléncia de C. pseudotuberculosis, 0 que
indica que para expressao destes genes possam ser necessarios fatores presentes
nos hospedeiros. Nesse trabalho os genes fagA, B e pld apresentaram uma
frequéncia de 100% nos isolados testados. Mutante knockout para o gene fagB(C)
apresentou reduzida viruléncia em um estudo de inoculacdo em cabras
(BILLINGTON et al., 2002). Esta informacdo é importante dado que todos os
isolados avaliados no presente estudo eram virulentos. Os genes fagC e fagD foram
detectados em menor frequéncia, contudo esta foi maior do que 95%. Todos 0s
isolados negativos para os genes fag foram obtidos de abscessos externos.

Estudos desta natureza sdo importantes, pois a maior parte dos trabalhos na
literatura contempla um numero menor de isolados de C. pseudotuberclosis
(BILLINGTON et al., 2002; PACHECO et al., 2011). Os resultados apresentados
aqui contemplam um grande numero de isolados virulentos, o que € interessante
para se mapear a distribuicdo destes importantes fatores de viruléncia nestas
bactérias.

Considerando que o tratamento da linfadenite caseosa é dificil, a vacinacao

surge como uma importante alternativa (MEYER et al., 2002). O potencial de
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interferéncia dos genes pld e fag no fitness bacteriano e na sua habilidade em
multiplicar e sobreviver no interior dos hospedeiros (JOST & BILLINGTON, 2004) os
colocam como importantes candidatos para confeccao de vacinas vivas (HODGSON
et al., 1999; BILLINGTON et al., 2002).

5. CONCLUSAO

Os fatores de viruléncia avaliados estdo presentes entre as amostras de C.
pseudotuberculosis estudadas, sugerindo um alto potencial patogénico para essas
bactérias. Sua ampla distribuicdo nos isolados de campo confirma seu papel na

patogénese bacteriana e potencial para uso na construgédo de vacinas vivas.
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Artigo 3

Atividade antimicrobiana in vitro de desinfetantes, perfil de sensibilidade a
agentes antimicrobianos e producéao de biofilme de isolados de
Corynebacterium pseudotuberculosis de caprinos e ovinos naregiao de
Petrolina-PE.

Maria da Conceig&o Aquino de Sa, Mateus Matiuzzi da Costa

RESUMO

A linfadenite caseosa é uma importante enfermidade que afeta caprinos e ovinos,
podendo ser subclinica ou até levar a morte dos animais. Esta enfemidade esta
associada a reducdo na produtividade dos rebanhos e acarreta sérios prejuizos a
caprino-ovinocultura. Desta forma a adocdo de medidas de controle € muito
importante. Para tal, a remogéo de abscessos e tratamento com desinfetantes e
drogas antimicrobianas podem ser recomendados. O objetivo do presente estudo foi
caracterizar o perfil de sensibilidade de isolados de C. pseudotuberculosis a
desinfetantes e antibiéticos, relacionando estes perfis com a producédo de biofilme.
Foram avaliados 398 isolados que ap6s confirmacao da viabilidade e pureza foram
submetidos ao testes de sensibilidade as drogas antimicrobianas pelo teste de Kirb
Bauer modificado. As drogas avaliadas foram: novobiocina, florfenicol, neomicina,
gentamicina, ampicilina, amoxicilina, penicilina G, enrofloxacina, ciprofloxacina,
norfloxacina, tetraciclina, cefalotina, sulfazotrim e lincomicina. A sensibilidade aos
desinfetantes foi determinada pelo teste de microdiluicdo empregando iodo,
clorexidine, cloro, aménia quaternaria e formol, nas respectivas concentracfes de
uso. A habilidade dos isolados em produzir biofiime foi avaliada pelo teste de
aderéncia em microplacas seguido da coloracdo por violeta de genciana. Com
relagdo aos antimicrobianos a sensibilidade obtida foi de 100% para florfenicol,
100% para tetraciclina, 99,25% para enrofloxacina, 99,25% para ciprofloxacina,
99,25% para lincomicina, 98,99% para cefalotina, 98,74% para norfloxacina,
98,74% para sulfazotrim, 97,74% para gentamicina, 94,22% para ampicilina,
91,71% para amoxicilina, 91,21% para penicilina G, 89,19% para neomicina e de 0%
para novobiocina. Os desinfetantes foram efetivos para os isolados em 100% para o
formol e clorexidine, 99,50% para a aménia quaternaria, 87,69% para o cloro e
81,41% para o iodo. Setenta e cinco por cento dos isolados foram fracos ou néao
produtores de biofilme o que pode justificar os perfis de sensibilidade obtidos. A
grande eficacia, principalmente dos agentes desinfetantes indica a importancia de
medidas terapéuticas, como a drenagem dos abscessos para o0 controle da
linfadenite caseosa.

Palavras chave: enfermidade, patogenicidade, produtividade, terapia.
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ABSTRACT

The caseous lymphadenitis is an important disease that affects sheep and goats, can
be subclinical or lead to death of animals. This desease is associated with reduction
in livestock productivity and causes severe losses to goat and sheep industry. Thus
the adoption of control measures is very important. So, the removal of abscess and
treatment with disinfectants and antimicrobial drugs can be recommended. The aim
of this study was to characterize the sensitivity of C. pseudotuberculosis isolates to
disinfectants and antibiotics, and to relate these profiles with the biofilm production.
We evaluated 398 isolates, which after confirmation of the viability and purity, were
subjected to sensitivity tests to antimicrobial drugs by modified Kirb Bauer test. The
drugs were: novobiocin, florfenicol, neomycin, gentamicin, ampicillin, amoxicillin,
penicillin G, enrofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin, tetracycline, cephalothin,
lincomycin and sulfazotrim. Sensitivity to disinfectants was determined by
microdilution test using iodine, chlorhexidine, chlorine, quaternary ammonia and
formaldehyde in the concentrations their use. The ability of isolates to produce biofilm
was evaluated by the adhesion test in microplates followed by staining with gentian
violet. With respect to antimicrobial sensitivity obtained was 0% for novobiocin, 100%
for florfenicol, 89.19% for neomycin, 97.74% for gentamicin, 94.22% for ampicillin,
91.71% for amoxicillin 91.21 % for penicillin G, 99.25% to enrofloxacin 99.25% to
ciprofloxacin, 98.74% for norfloxacin, 100% for tetracycline, 98.99% for cephalothin,
98.74% for sulfazotrim and 99.25% for lincomycin. The disinfectants were effective
in 81.41% of the isolates in the case of iodine, 87.69% for chlorine, 99.50% for the
quaternary ammonium and 100% for formaldehyde and chlorhexidine. Seventy-five
percent of isolates were weak or non-biofilm producers which may explain the
sensitivity profiles obtained. The great effectiveness, mainly of disinfecting agents
indicates the importance of therapeutic measures, such as drainage of abscesses in
the control of caseous lymphadenitis.

Keywords: disease, pathogenicity, productivity, therapy
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1. INTRODUCAO

A linfadenite caseosa é causada por Corynebacterium pseudotuberculosis,
sendo uma doenca importante, que gera consideraveis perdas para a caprino-
ovinocultura (CETINKAYA et al., 2002). O controle dessa enfermidade é dificil dentro
de um rebanho, sua natureza subclinica e o longo periodo de incubag¢do tornam
dificil a distincdo entre animais saudaveis e com a doenca, por iSso sua prevaléncia
é alta (DORELLA et al., 2006).

Uma importante alternativa para o controle da enfermidade é a remocéo de
abscessos e aplicacdo de desinfetantes (SANTIAGO et al.,, 2010). O uso de
antimicrobianos para tratamentos dos abscessos também é recomendado, embora
com resultados controversos (ABREU et al., 2008; WASHBURN et al., 2009). Estas
duas opc¢des sdo muito importantes, pois visam reduzir a disseminac¢ao do patégeno
no ambiente, a qual ocorre no momento da ruptura dos abscessos (BAIRD &
FONTAINE et al., 2007).

A resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos é um fendnomeno
crescente e de grande importancia a saude humana e animal (PEEL et al., 1997).
Véarios mecanismos sdo associados a este fenbmeno em bactérias do género
Corynebacterium (OLSON et al., 2002). O biofilme consiste de microcolonias em
uma superficie e sdo importantes estruturas associadas a patogenicidade dos micro-
organismos, uma vez que 0s protegem contra condicdes ambientais adversas
(CLUTTERBUCK et al., 2007). Os biofilmes também s&o asssociados a infeccdes
cronicas, sendo estas muitas vezes refratarias ao tratamento com drogas
antimicrobianas, visto que estes compostos tém dificuldade de penetrar nos
biofilmes, bem como as células do biofilme podem apresentar estados metabdlicos
reduzidos ndo assimilando os agentes terapéuticos (COSTERTON et al., 1999).
Biofilmes ja foram descritos em C. pseudotuberculosis, C. renale e C. diphtheriae
(OLSON et al., 2002; GOMES et al., 2009). Os objetivos do presente estudo foram
caracterizar a sensibilidade aos agentes antimicrobianos e desinfetantes de isolados

de C. pseudotuberculosis, obtidos de casos de linfadenite caseosa. Da mesma
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forma, relacionar os perfis de sensibilidade obtidos com a habilidade dos isolados

em produzir biofilme.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal,
no Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco
(UNIVASF) de Petrolina.

2.2. I1solados bacterianos

Um total de 398 isolados foram obtidos a partir de abscessos de linfadenite
caseosa de caprinos e ovinos, provenientes de propriedades de Afranio-PE,
Floresta-PE, Jatoba-PE, Petrolandia-PE e Petrolina-PE, bem como de animais
abatidos nos abatedouros de Petrolina-PE e Juazeiro-BA. As amostras foram
semeadas primariamente em agar Sangue ovino a 8% e 0s micro-organismos foram
depois identificados por meio de suas caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e

bioguimicas, conforme Quinn et al. (1994) e Holt et al. (1994).

2.3. Teste de sensibilidade as drogas antimicrobianas
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O teste de sensibilidade foi realizado pelo método modificado de difusdo em
disco Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966; CLSI, 2007), sendo o micro-organismo
inoculado e incubado em caldo Muller Hinton por 24 horas a 37 °C, obtendo-se uma
turvacdo na escala 0,5 de MacFarland, depois as amostras foram transferidas com
auxilio de swab estéril para placas contendo Agar Muller Hinton sangue ovino a 5%,
utilizando os discos contendo o0s seguintes antibioticos: novobiocina (30 ug) e
florfenicol (30 pg), os aminoglicosideos: neomicina (30 pg), gentamicina (10ug);
betalactamicos: ampicilina (10 pg) amoxicilina (10 pg), peniciina G (10 ug);
quinolonas: enrofloxacina(05 pg), ciprofloxacina (5 pg), norfloxacina (10ug);
tetraciclinas: tetraciclina (30 pg); cefalosporina: cefalotina (30 pg); sulfonomidas:
sulfazotrim(25ug); lincosamidas: lincomicina (2ug), logo apés foram incubados a
37°C por 48 horas. Depois da incubacao foram lidos os halos de inibicao.

O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos foi calculado dividindo-se
0 numero de grupos antimicrobianos aos quais os isolados foram resistentes pelo
total de grupos testados (KRUMPERMAM, 1983).

2.4. Teste de sensibilidade a desinfetantes

Para determinacdo da atividade antimicrobiana in vitro para C.
pseudotuberculois, foram utilizados os desinfetantes com 0s seguintes principios
ativos: iodo, clorexidine, cloro, aménia quaternéaria e formol, seguindo descri¢ées do
protocolo M7-A7 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007). Os
desinfetantes foram diluidos em caldo BHI-(Brain Heart Infusion Broth), para
alcancar as concentracdes de 0,125% de cloro, 15% de amdnia quartenaria, 2,5%
de lodo, 5% de formol e 0,5% de clorhexidine. Na preparagdo do indculo, colbnias
bacterianas foram incubadas em 3 mL de caldo BHI por 24 horas a 37 °C para a
obtencdo de uma suspensao com turvacao equivalente a escala 0,5 de Mac Farland
(10° Unidade Formadora de Coldnia). Desta suspensdo foram transferidos 100uL
para o tubo contendo 9,9 mL também de caldo BHI, sendo que 10pL (10* UFC)
serdo colocados em cada poco contendo a diluicdo dos desinfetantes. As placas

foram incubadas a 37°C por 48h. ApoOs esse periodo foi retirada uma aliquota de
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10uL de cada poco e semeada na superficie de agar BHI incubando-a novamente
por mais 48h a 37°C. Foi considerada como inibicdo quando ndo houve crescimento
do micro-organismo. Para controle negativo, foi utilizado um poco apenas com o
caldo BHI e para controle positivo foi utilizado um poco com o caldo BHI e o inéculo

bacteriano. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.5. Producéao de biofilme

Para a caracterizacdo da producao fenotipica de biofilme foi utilizado o teste
com a violeta de genciana. Como controle negativo para este teste foi utilizado um
isolado de Escherichia coli DH5-alfa que nao forma biofilme e também pocos com
caldo triptona de soja (TSB) estérii (MERINO et al., 2009). Os isolados de C.
pseudotuberculosis foram incubados em trés mililitros de TSB e incubados a 37°C
por 48 horas. Em seguida, a andlise quantitativa da formacdo de biofilme em
microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo reto foi realizada da seguinte
forma: as suspensfes bacterianas foram padronizadas em novo caldo TSB com
densidade o6ptica (DO) de 0.2 em comprimento de onda de 570 nm. Entdo, 200 pL
desta suspenséao foram transferidos para os pocos da microplaca e incubada a 37°C
por 24h. ApoOs a incubacdo o conteudo de cada poco foi aspirado e lavado duas
vezes com 200ul de tampéo fosfato salino (PBS) a 0,01M e pH 7,2. As bactérias que
permaneceram aderidas foram fixadas com 200ul de metanol PA. ApGs quinze
minutos, o conteudo de cada poco foi aspirado e a microplaca ficou em temperatura
ambiente para secar. Em seguida os poc¢os foram corados por 5 min com 200ul de
solucéo cristal violeta a 2% e lavados por seis vezes com agua destilada. Depois
ficou em temperatura ambiente até secar, o corante impregnado nas células
bacterianas aderidas foi eluido com 160ul de solucéo de acido acético a 33%. A DO
de cada poco foi aferida em comprimento de onda de 570 nm utilizando leitor de
ELISA (Leitora ELISA ASYS EXPERT PLUL BioChrom). Apds a leitura as amostras
foram classificadas em negativas ou positivas para formacao de biofilme. Todos os

ensaios foram feitos em triplicata.
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3. RESULTADOS

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos, os resultados percentuais
estdo descritos na Figura 1. Dos antibidticos testados obteve-se sensibilidade para
as seguintes drogas: florfenicol (n=398/398), tetraciclina (n=398/398), lincomicina
(n=395/398), enrofloxacina (n=395/398), ciproflaxacina (n=395/398), cefalotina
(n=394/398), norfloxacina (n=393/398), sulfazotrim (n=393/398), gentamicina
(n=389/398), ampicilina (n=375/398), amoxicilina (n=365/398), penicilina G
(n=363/398), neomicina (n=355/398) e novobiocina (n=0/398).
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Figura 1. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de amostras de C.
pseudotuberculosis obtidos de casos de linfadenite caseosa

Os resultados do teste de sensibilidade aos desinfetantes encontram-se
descritos na Figura 2. Estes demonstraram que o clorexidine e o formol foram
efetivos em todos os isolados testados (398/398), para a aménia quartenaria foi de
99,50% (396/398), para o cloro a sensibilidade foi de 87,69% (349/398) e o iodo foi
efetivo em 81,41% (324/398) dos isolados.
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Figura 2. Perfil de sensibilidade a desinfetantes de amostras de C.
pseudotuberculosis obtidos de casos de linfadenite caseosa

No teste para determinacdo da capacidade dos isolados em produzir biofilme
observa-se que 32 amostras foram negativas para formacdo desta estrutura, porém
houve uma formacéo fraca de biofilmes em 252 amostras. Enquanto que em 75
amostras aconteceu formagdo moderada de biofilmes e em 39 amostras obteve-se
uma forte formacao de biofilmes. Na Figura 3 observa-se o percentual de formacao

de biofilmes para as amostras estudadas.
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Figura 3. Presenca de biofilmes em amostras de C. pseudotuberculosis

As médias dos indices de resisténcia multipla as drogas antimicrobianas e
aos desinfetantes em relacdo a producédo de biofilme estdo apresentadas na Tabela
1.

Tabela 1. Média dos Indices de resisténcia mdltipla aos antimicrobianos e
desinfetantes de acordo com a produgdo de biofilme nos isolados de C.
pseudotuberculosis obtidos de caprinos e ovinos.

Producéo de Biofilme IRMA Desinfetantes IRMA Antibioticos
Negativa (n= 32) 0,131 0,156
Fraca (n= 252) 0,061 0,160
Moderada (n= 75) 0,045 0,164
Forte (n=39) 0,041 0,163

Onde: n: numero de isolados IRMA indice de resisténcia mdultipla, calculado
conforme descrigbes de Krumpermam, 1983.
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4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam uma alta sensibilidade dos isolados
aos agentes antimicrobianos, sendo que treze das drogas testadas apresnetaram
eficacia superior a 89%. Mesmos resultados sdo descritos em relagdo aos testes in
vitro realizados por outros pesquisadores (MUCKLE & GYLES 1982; ABREU et al.,
2008). Nenhum dos isolados analisados neste estudo foi sensivel a novobiocina,
valor superior ao descrito por Abreu et al., 2008, que reportou uma resisténcia de
87,09%. A alta sensibilidade aos demais antibidticos é justificada, uma vez que 0s
proprietarios ndo fazem uso habitual de antibiéticos na criagdo de caprinos e ovinos.

Embora a sensibilidade aos antimicrobianos diminua muito no animal, devido
essa bactéria induzir a formacdo de uma capsula fibrosa, que impede o contato
entre o patdgeno e o farmaco utilizado (BAIRD & FONTAINE, 2007). A terapia
antimicrobiana normalmente € utilizada em animais de alto valor zootécino, como
uma alternativa ao descarte dos mesmos (ABREU et al., 2008; BAIRD & MALONE,
2010). Washburn et al. (2009) tentou trés regimes de tratamento antimicrobiano para
a linfadenite caseosa em ovelhas e cabras, utilizando a penicilina G e a
tulatromicina, contudo estes n&o resultaram em sucesso. Um tratamento a base de
rifampicina e oxitetraciclina através do acesso externo de linfonodos demonstrou
resultado na reducdo de abscessos, contudo sem comprovacdo interna ou
bacteriolégica (SENTURK & TEMIZEL, 2006; BAIRD, 2006).

Os desinfetantes também s&o utilizados na busca de um controle para a
linfadenite caseosa (SANTIAGO et al, 2010). Nesse estudo os desinfetantes
testados demonstraram uma sensibilidade superior a oitenta por cento, sendo a
maior atividade descrita para o formol e o clorexidine, que foram efetivos para todos
os isolados. No presente estudo também foi avaliado o formol a 5%, encontrando
uma sensibilidade para todos os isolados, contudo essa substancia causa varios
problemas quando utilizado no abscesso caseoso, incluindo a destruicéo dos tecidos
epitelial e muscular, além de necrose (ALVES & PINHEIRO, 2003). Porém, o motivo
para inclusdo dessa substancia na presente pesquisa foi o relato de uso por varios
proprietarios quando da coleta das amostras. Assim, essa substancia requer mais

estudos para minimizar seus efeitos toxicos e carcinogénicos. Para o iodo, foi
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encontrado uma sensibilidade de 81%, dados divergentes dos descritos por
Santiago et al., (2010) que obtiveram a maior zona de inibicdo (63mm) testando a
tintura de iodo a 10%. Pode-se justificar essa menor sensibilidade pelo uso
constante do iodo em diversas concentracdes por parte dos produtores no momento
da extirpacéo do abcesso caseoso.

A maior parte dos isolados (71,35%) foi negativo ou fraco para producao de
biofilme. Fato este que pode estar associado a grande sensibilidade observada aos
antimicrobianos e desinfetantes. Ao compararmos o IRMA médio obtido para estes
isolados verificamos que o indice foi menor para os antimicrobianos e maior para os
desinfetantes, indicando uma possivel associacdo entre a producdo de biofilme e a
resisténcia as drogas antimicrobianas. Bactérias produtoras de biofilme apresentam
aumento da sintese de exopolissacarideo, 0 que contribui para a resisténcia aos
antibiéticos (COSTERTON et al., 1999). Olson et al. (2002) ao testar a sensibilidade
de C. pseudotuberculosis a sete antimicrobianos, entre eles a tetraciclina e a
ampicilina, encontrou uma alta resisténcia quando as bactérias estavam em biofilme,
guando comparadas com as formas planténicas.

Nosso estudo indicou a grande sensibilidade tanto aos desinfetantes como
aos antimicrobianos dos isolados de C. pesudotuberculosis avaliados. A remocéo
cirargica e aplicacdo de iodo esta entre as principais medidas de controle adotadas
no Brasil (ALVES & PINHEIRO, 2003).

Segundo Baird & Malone (2010) embora praticas, a remocao cirlrgica e a
terapia antimicrobiana sozinhas ndo sado medidas eficazes de longo prazo para
erradicacdo da LC. O uso de testes sorologicos e descarte dos animais podem
apresentar melhores resultados. Os mesmos autores destacam que qualquer
programa de controle da LC s6 é possivel se os produtores estiverem motivados.
Sendo este também um dos aspectos mais importantes para o controle da
enfermidade na regido do sertdo pernambucano e baiano, de onde foram coletadas

as amostras analisadas na presente pesquisa.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi verificada uma alta sensibilidade aos antimicrobianos
estudados, bem como aos desinfetantes, o que pode estar relacionado com a pouca
producdo de biofilme pelo C. pseudotuberculosis, indicando a importancia da
drenagem dos abscessos com aplicacdo de antisséptico para controle da linfadenite

caseosa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Petrolina-PE e regido possui uma grande ocorréncia de linfadenite caseosa,
fato que pode estar associado a pouca adoc¢édo de tecnologias;

Os produtores precisam se conscientizar da importancia da prevencéo da
enfermidade, principalmente na higienizacdo dos utensilios e ferramentas, além do
descarte adequado com o material caseoso;

Os isolados de C. pseudotuberculosis apresentaram fatores de viruléncia,
sugerindo uma grande patogenicidade;

Foi encontrada sensibilidade dos isolados de C. pseudotuberculosis para
drogas antimicrobianas, assim como aos desinfetantes clorexidine, amonia
quartenaria, cloro e iodo.

Para um programa de controle da linfadenite caseosa é necessario a
motivacdo por partes dos produtores, principalmente na regido do sertdo

pernambucano e baiano.
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