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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia e os aspectos clinicos da
Linfadenite Caseosa (LC) em um rebanho de caprinos e ovinos criados no territorio
do sisal, estado da Bahia. Foram acompanhados 120 ovinos e 125 caprinos de uma
propriedade no municipio de Queimadas-Ba durante o periodo de um ano, avaliando-
se mensalmente os animais quanto a presenca de alteracdes nos linfonodos
superficiais sugestivos da LC e sua evolucao, bem como trimestralmente foi coletado
sangue de todos os animais para realizacao do teste de ELISA-indireto. Os exames
clinicos demonstraram que 75,2 % (91/125) dos caprinos apresentaram alteracdes
clinicas em linfonodos superficiais, sendo que apenas 15,4% (14/91) evoluiram para
o granuloma grau 4 com rompimento ou 5 com cicatriza¢do. Ja nos ovinos 66,66 %
(80/120) apresentaram estas alteracbes, e apenas 15% (12/80) evoluiram para o
granuloma grau 4 ou 5, tendo os demais apresentado involucdo no decorrer do estudo.
O linfonodo pré-escapular foi 0 mais acometido com 85 % de predominancia em
caprinos e 92,8 % em ovinos. Foi colhido material purulento de caprinos que
apresentaram granulomas, e levado para cultura, sendo isolado e identificado
Corynebacterium pseudotuberculosis em todas as amostras. Foi observado na
sorologia pelo teste ELISA-indireto dos caprinos uma prevaléncia de 6,8% (9/132)
positivos, e nos ovinos 14,2% (18/127) foram positivos. A evidéncia de animais
soropositivos para Linfadenite caseosa pelo ELISA-indireto e que ndo apresentaram
alteracdo clinica demonstram a importancia de um exame fisico minucioso dos
linfonodos superficiais em conjunto com um exame sorolégico padronizado como
medida mais adequada para controle desta importante enfermidade. Comprova-se,
portanto, que para Linfadenite caseosa, a clinica isoladamente néo é suficiente para o
diagndstico preciso da infec¢ao por C. pseudotuberculosis, sendo necessario assim o
emprego de técnicas laboratoriais como o ELISA-indireto, o isolamento e a cultura
bacteriana, sendo constatada uma baixa prevaléncia clinica e soroldgica da LC na
propriedade estudada. A relevancia do presente estudo consiste em ser o0 pioneiro
nesse tipo de investigacdo soroepidemioldgica na regidao do Sisal-BA, o qual fornecera
subsidios para o planejamento e realizacdo de estudos de prevaléncia e adocéo de
estratégias para o controle da Linfadenite Caseosa no estado.

Palavras-chave: Granuloma; ELISA; Linfonodo
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the prevalence and clinical aspects
of Caseous Lymphadenitis (CL) in a herd of goats and sheep raised in the territory of
sisal, state of Bahia. A total of 120 sheep and 125 goats from a property in the city of
Queimadas-Ba were followed for a period of one year, the animals were evaluated
monthly for the presence of alterations in the superficial lymph nodes suggestive of CL
and its evolution, as well as quarterly blood was collected. of all animals to perform the
indirect-ELISA test. Clinical examinations showed that 75.2% (91/125) of the goats had
clinical alterations in superficial lymph nodes, with only 15.4% (14/91) progressing to
grade 4 granuloma with rupture or 5 with healing. In sheep, 66.66% (80/120) presented
these alterations, and only 15% (12/80) evolved to grade 4 or 5 granuloma, and the
others presented involution during the study. The prescapular lymph node was the
most affected with 85% predominance in goats and 92.8% in sheep. Purulent material
was collected from goats that presented granulomas, and taken to culture, being
isolated and identified Corynebacterium pseudotuberculosis in all samples. A
prevalence of 6.8% (9/132) positive was observed in serology by the indirect ELISA
test in goats, and in sheep 14.2% (18/127) were positive. The evidence of seropositive
animals for caseous lymphadenitis by indirect ELISA and that did not present clinical
alterations demonstrate the importance of a thorough physical examination of the
superficial lymph nodes together with a standardized serological examination as the
most adequate measure to control this important disease. It is therefore proved that for
caseous lymphadenitis, the clinic alone is not enough for the accurate diagnosis of C.
pseudotuberculosis infection, thus requiring the use of laboratory techniques such as
indirect ELISA, isolation and bacterial culture, being a low clinical and serological
prevalence of CL was found on the property studied. The relevance of the present
study is to be the pioneer in this type of seroepidemiological investigation in the region
of Sisal-BA, which will provide subsidies for the planning and realization of prevalence
studies and adoption of strategies for the control of Caseous Lymphadenitis in the
state.

Key-words: Granuloma; ELISA; Lymph node
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1 INTRODUCAO

O agronegécio brasileiro € um importante segmento econémico, responsavel
por grande parte do Produto Interno Bruto (PIB). A caprino-ovinocultura € uma area
que vem apresentando um forte crescimento no Brasil nas Ultimas décadas, sendo
gue a regido Nordeste concentra o maior rebanho nacional. Mesmo com esta
expansdo, ainda existem diversos problemas que impedem um maior
desenvolvimento da producéo. Esses fatores sdo em sua maioria, nutricionais e de
manejo sanitario (MONTEIRO et al., 2021).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2020) o
rebanhode caprinos cresceu 4% em 2020 sendo estimado em 12,1 milhdes de
cabecas concentrando 95% do rebanho nacional no Nordeste, e o rebanho ovino teve
um aumento de 3,3% em comparacao ao ano de 2019, alcangando um total de mais
de 20,6 milhdes de cabecas, sendo abrigada na regido Nordeste 70,6% do rebanho

ovino também neste mesmo ano.

Analises da cadeia produtiva da ovinocaprinocultura nacional tém demonstrado
grande potencial de expansao. Nesse sentido, é fundamental a atengdo com o estado
sanitario dos rebanhos, uma vez que se tem intensificado as exigéncias sanitarias
para o comércio de animais. Dessa forma, a melhoria das condi¢cdes de higiene das
instalacdes e a certificacdo de rebanhos livres para determinadas doencas podem
resultar na agregacéao de valor aos animais e seus produtos (CARVALHO, 2011).

O conhecimento das enfermidades que ocorrem em uma regido pode ser um
método utilizado como ferramenta para elaborar estratégias capazes de evitar ou
minimizar a ocorréncia destas. O cenario de produtos derivados da caprino-
ovinocultura vem expandindo no Brasil, contudo pouco destaque € dado ao controle

de doencas infecciosas como a Linfadenite caseosa (Assis, 2010).

A LC também conhecida como “Mal do Carogo”, € uma doenca infectocontagiosa
cronica, causada pelo Corynebacterium pseudotuberculosis. Este agente esta

presente no material supurado de granulomas rompidos de animais infectados, podendo ser
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transmitida pelo contato direto com essas secre¢des, ou com materiais contaminados com a
bactéria (GERELLI et al., 2018).

Esta enfermidade infectocontagiosa, € debilitante e de dificil controle que
acomete principalmente pequenos ruminantes, podendo acometer outros animais
inclusive homem e se caracteriza pela formacdo de granulomas em linfonodos
superficiais e profundos (AMORIN, 2017).

A LC é responsavel por grandes perdas econdmicas como condenacdo de
carcacas, desvalorizacdo da pele por cicatrizes deixadas pelos granulomas, baixa
produgcédo de carne e leite, gastos com tratamentos e ocasionalmente morte dos
animais acometidos (CONSTABLE et al., 2016).

Animais acometidos com a enfermidade podem apresentar alteracdes tanto nos
linfonodos superficiais ou tecidos cutdneos como nos 6rgdos internos, podendo os
dois quadros da doenga ocorrer concomitantemente (O’'REILLY et al., 2008). Alguns
animais podem apresentar-se infectados e ndo demonstrar sinais clinicos aparentes,
s6 diagnosticados através de exames soroldgicos. O ensaio imunoenzimatico, ELISA-
indireto tem sido empregado em estudos de prevaléncia em pequenos ruminantes no
Brasil, para deteccdo de anticorpos anti-C.pseudotuberculosis (CARMINATI et al.,
2003).

Poucos séo os trabalhos sobre a incidéncia e prevaléncia de Infecgbes por C.
pseudotuberculosis, no estado da Bahia, mas podemos afirmar que o estado é
endémico para esta enfermidade, pelo fato de nos depararmos diariamente com
animais apresentando clinicamente granulomas localizados nos linfonodos superficiais
ou pele. Levantamento realizado no estado da Bahia por Pinheiro et al. (2018) no
territério do Sisal revela a LC clinica esta presente em 78% das propriedades
visitadas, demonstrando a importancia inequivoca desta enfermidade para esta

regiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia e os aspectos clinicos da Linfadenite caseosa em caprinos
e ovinos de uma propriedade no municipio de Queimadas, Territorio do Sisal no estado
da Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar clinicamente as lesdes da Linfadenite Caseosa dos caprinos e

ovinos e acompanhar o desenvolvimento dos abcessos nos linfonodos

e Determinar a prevaléncia sorologica da Linfadenenite Caseosa causada por

Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos e ovinos

e Correlacionar a prevaléncia clinica com a soroprevaléncia realizada pelo teste de

Elisa-indireto
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ETIOLOGIA

Em caprinos e ovinos a Linfadenite Caseosa tem como agente etiologico, o
cocobacilo Corynebacterium pseudotuberculosis, do filo Actinobacteria, da familia
Actynomicetae, que compreende também outros trés géneros de grande importancia
veterinaria, sendo eles Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, formando um grupo
supra género, conhecido como CMNR, fazendo referéncia as suas iniciais
(TAKAHASHI et al., 1997; PETHICK et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016). E um
microrganismo imovel, anaerdbio facultativo, fermentativo e n&do forma esporos
(BENHAM, SEAMAN, WOODBINE,1962; BATEY, 1986; QUINN et al., 2007).

Por ser uma bactéria intracelular facultativa, multiplica-se dentro dos
macréfagos e devido a camada externa lipidica da parede celular sobrevive a acéo
das enzimas dos fagolisossomos (CONSTABLE et al., 2016). O C. pseudotuberculosis
caracteriza-se por ser uma bactéria Gram-positiva, pleomorfica, variando de forma
cocéide a bastéo filamentoso, medindo entre 0,5-0,8 um por 1-3 um, microaerdfilo, e
intracelular facultativa (FONTAINE et al., 2006; HOELZLE et al., 2013).

Apresenta grande quantidade de lipideos na sua parede celular,
particularmente o acido corinomicélico. Tem 6timo crescimento em temperatura de
37°C e pH 7,0, e em ambiente com 5% de CO2, sdo capazes de produzir biofilme,
catalase e uréase positivos, fermentam glicose e ribose (GUIMARAES et al., 2011). E
afirmado no trabalho de Guedes et al. (2015), que além destas caracteristicas citadas,
80% dos isolados fermentam maltose, contudo ndo fermentam lactose, manose e nem

sacarose.

O microrganismo pode sobreviver no solo infectado com pus por até 8 meses,
em galpdes de tosquia infectados aproximadamente por 4 meses e na palha, feno e
outros fémites por até 2 meses, mas ndo € isolado das instalacdes infectadas;
temperaturas baixas e condicbes Umidas prolongam o tempo de sobrevivéncia
(CONSTABLE et al., 2016). O periodo de incubacéo € longo, 25 a 147 dias, e adoenca
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€ caracterizada pela formacdo de granulomas nos linfonodos, exercendo poucos
efeitos no estado geral de ovinos a menos que a doenca se generalize podendo ser
encontrado tambémem 6rgéos internos (ALVES et al., 2007; NASSAR, 2009).

Em esfregacos corados podem aparecer isoladas, em palicadas de células
paralelas ou em grupos angulares. Em meio de cultura agar-sangue apresenta-se em
forma de pequenas colbnias, esbranquicadas rodeadas por zona estreita de hemolise
completa. Os principais fatores de viruléncia estdo relacionados a producdo da
exotoxina fosfolipase D (PLD), que atua como esfingomielinase, com acao
dermonecrética e hemolitica gerando supuracdo, agindo em células endoteliais,
causando aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e linfaticos promovendo
a invasdo bacteriana. Os lipidios da parede celular, sdo leucotoxicos, e protegem a
bactéria da acao das enzimas fagolisossomais impedindo sua destruicdo (ALVES et
al., 2007; DONG et al., 2011; FONTAINE; BAIRD, 2008; CONSTABLE et al., 2016).

3.2 FATORES DE VIRULENCIA

A viruléncia do C. pseudotuberculosis esta ligada a dois principais fatores,
sendo eles os lipidios de parede e a exotoxina fosfolipase D, além de outros como,
proteinas ligadas ao metabolismo do ferro, proteina Cp40, formacdo de biofilme,
contudo nem todas as cepas possuem capacidade para formar biofilme (BILLINGTON
et al., 2002; DORELLA et al., 2009; TROST et al., 2010; SA et al., 2021c).

3.2.1 Lipidios de Parede

Estes lipidios de superficie dificultam a fagocitose e digestdo por enzimas da
bactéria dentro da célula hospedeira, contribuindo também para sua sobrevivéncia
dentro dos fagoécitos. Esta camada lipidica de parede bacteriana impede também a
producgédo de oxido nitrico pelos macrofagos, o qual tem propriedades antimicrobianas
interferindo no DNA, RNA e proteinas da bactéria. E descrito que estes fatores de

viruléncia tém caracteristica piogénica, sendo responsaveis pela formacdo dos
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granulomas caracteristicos da doencga, aumentando sua patogenicidade (DORELLA
et al., 2009; Bastos et al., 2012; SILVA et al., 2014a).

Dentre os lipidios de membrana bacteriana, destacam-se os acidos micolicos,
por sua capacidade de formacgédo do biofilme, conferir resisténcia a lesées quimicas e
desidratacdo e baixa permeabilidade a drogas como antibiéticos, aumentando a
viruléncia e permanéncia da bactéria no hospedeiro (PAWELCZYK & KREMER,
2014).

3.2.2 Exotoxina

A fosfolipase D é o principal fator de viruléncia usado pelo C.
pseudotuberculosis e o mais estudado. Esta exotoxina de acdo citotoxica tem a
capacidade de hidrolisar a esfingomielina, um importante componente da membrana
citoplasmatica, favorecendo a infec¢cdo e aumentando a permeabilidade vascular o
gue permite que a bactéria se dissemine pela circulacdo sanguinea. Esta exotoxina
também age inibindo a quimiotaxia de neutrofilos, trombose e necrose linfatica, e
desgranulacdo de leucdcitos, sendo entdo um fator de viruléncia bastante importante
(DORELLA et al., 2009; DONG et al., 2011).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

O C. pseudotuberculosis é reconhecido como um microrganismo de ocorréncia
mundial e altamente prevalente em paises que possuem grandes criacdes de ovinos
e caprinos como Austrélia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Estados Unidos, Canada,
Brasil, Argentina, Chile, Uruguai, Franca, Itdlia, Gra-Bretanha, Unido Soviética, Sudao
e Israel (BURREL, 1981; PATON et al.,, 2003). No Brasil a doenca tem sido
diagnosticada clinicamente em todas as regides onde se pratica a ovino e
caprinocultura, como por exemplo, em estados do Nordeste, Sudeste (NOGUEIRA et
al., 2006) e Sul (RIET-CORREA et al., 2001).
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No estado do Rio de Janeiro, Langenegger et al. (1991) encontraram incidéncia
clinica de 29,4% da Linfadenite caseosa em 13 rebanhos. Outros autores também
confirmam sua prevaléncia nos estados da regido Nordeste: Na Bahia, 46,7% em
caprinos e 43,5% em ovinos por Amorin (2017) e, 77,5% em caprinos por Pinheiro et
al. (2018); No Pernambuco, 5,19% em ovinos e 10,8% em caprinos (RIZZO et al.,
2017); No Cear4, 66,9% em caprinos (PINHEIRO et al., 2000); No Sergipe, 8,93% em
ovinos (FREITAS et al., 2011); Em S&o Paulo 47% em caprinos (NOGUEIRA et al.,
2006).

A Linfadenite caseosa pode apresentar-se em muitos casos de forma
subclinica, distinguindo-se pela formacdo de granulomas nos linfonodos internos
(DORELLA et al., 2009). Clinicamente, Llinfadenite caseosa pode se apresentar sob
duas formas: a superficial ou cutédnea e a profunda ou visceral. A forma superficial &
facilmente visualizada, pelo aumento de volume de linfonodos que apresentam
conteudo caseoso (VESCHI et al., 2015).

Em um levantamento realizado com caprinos submetidos a abate no
abatedouro municipal da cidade de Patos-PB, evidenciou-se que houve uma perda de
3.250,464 Kg da producdo anual (53.373,780 Kg) por descarte de animais
acometidos, gerando um prejuizo econdmico de R$ 56.525,57 (BARNABE, 2018)

Em estudos realizados no Nordeste brasileiro, produtores de 66,9% das
propriedades avaliadas no estado do Ceara, relataram a presenca de sinais clinicos
de LC em caprinos de seu rebanho (PINHEIRO et al., 2000). No Estado de Minas
Gerais em avaliacdo feita com animais de 205 propriedades, foram relatadas
soroprevaléncias para LC de 78,9% em caprinos (SEYFFERT et al., 2010) e 75,8%
em ovinos (GUIMARAES et al., 2009).

Em outro estudo de LC realizado por Andrade et al. (2012) em caprinos e ovinos
do sertdo paraibano, foi possivel observar que 7,7% (49/640) dos animais tinham
apresentacao clinica da doenca. Nascimento (2012), analisando 690 amostras de soro
de ovinos de alto potencial genético e comercial no estado da Bahia constatou uma
prevaléncia real de 22,1% de animais acometidos pela LC.



23

Outro trabalho utilizando 2571 caprinos de 218 propriedades, pertencentes a
cinco estados da regido Nordeste do Brasil, constatou por meio da técnica de ELISA-
indireto, que em 88,5% (193/218) das propriedades avaliadas, pelo menos um caprino
foi soropositivo para C. pseudotuberculosis, com o estado do Rio Grande do Norte
como de maior prevaléncia (94,5%) e a menor no estado de Sergipe (70,3%), o0 que
sugere a presenca e disseminacao desse agente nos rebanhos do Nordeste (FARIAS
et al., 2018).

Segundo Carmo et al. (2012) em levantamento realizado em rebanhos de
ovinos de 32 propriedades do Distrito Federal, houve uma predominancia de 48,4%
para animais criados em sistema extensivo. Essa ocorréncia pode ser explicada
devido a forma de manejo adotada nesse tipo de sistema, onde se realiza uma menor
avaliacao frequente de inspecdo de cada animal, contribuindo para que a doenca
continue disseminada. Também contribui para isto o fato de que animais deslanados
de pelo curto, puros ou mesticos de Santa Inés, estdo mais predispostos a sofrerem
lesbes de pele, risco que aumenta ainda mais nos periodos de estiagem devido a
presenca de vegetacao seca e espinhosa, que se encontra em maior predominancia
no Nordeste (PINHEIRO et al., 2007; GUIMARAES, 2009).

3.4 TRANSMISSAO

As principais formas de propagacdo da doenca entre propriedades sao
representadas pela introducdo de animais infectados e equipamentos contaminados
(tatuadores, brincadores e tosquiadores). Quando um animal infectado é introduzido
num rebanho livre da doenca, dentro de dois a trés anos ocorre elevada incidéncia do
aparecimento de granulomas em todo rebanho, principalmente por meio contato direto
de animais sadios com animais contaminados, sendo o conteudo do granuloma
fistulado a principal via de transmissao (PINHEIRO et al., 2000; ALVES, et al., 2007).

Segundo O’Reilly et al. (2008), os animais infectados com ou sem apresentacéo
de sinais clinicos, sado considerados a principal fonte de infec¢do. Estes contaminam
0 meio ambiente através de fezes e secrecdes nasais e de granulomas drenados

espontaneamente. Animais com feridas sédo facilmente infectados, porém os
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microrganismos podem penetrar com a pele intacta, ocorrendo através do contado
direto com secrecdes infectantes, equipamentos de tosquia, baias de contencéo e
fomites (CONSTABLE et al., 2016).

Cochos podem ser uma importante fonte de infeccdo para os animais, visto
que, a bactéria pode sobreviver de semanas a meses na vegetacdo, nas instalacdes
e no solo possibilitando a ingestdo da mesma por animais da propriedade, e
ocasionalmente pela ingestao de leite contaminado. Com isso o C. pseudotuberculosis
pode invadir o organismo do hospedeiro por via digestiva, respiratoria (por aerossois),
genital e corddo umbilical (PUGH, 2004; RIET-CORREA et al., 2011; FACCIOLI-
MARTINS, 2014).

3.5 ASPECTOS ZOONOTICOS

Esta enfermidade é uma zoonose de carater ocupacional podendo causar uma
linfadenite de periodo longo e recidivo (CONSTABLE et al.,2016). Nas ultimas
décadas, tem aumentado o0s registros de infeccdes humanas por C.
pseudotuberculosis, notadamente em individuos imunossuprimidos (BAIRD &
FONTAINE, 2007).

O primeiro caso de infeccéo de C. pseudotuberculosis em humano ocorreu em
1966, sendo publicado por J. F. Lopez, acometendo um homem panamenho de 37
anos que apresentava linfadenite no linfonodo ingnal. O diagndstico s6 foi possivel de
ser estabelecido apds excisdo do linfonodo, sendo feita cultura e isolamento do C.

pseudotuberculosis fechando o diagnéstico para LC em humano (LOPEZ et al., 1966).

A infeccdo em humanos é rara, mas produz linfadenite recidivante e de curso
longo, com lesbes caracterizando linfadenite e pneumonia. Tem sido relatada a
possibilidade de contagio por consumo de alimentos crus contaminados, € 0 manejo
ou contato com animais infectados ou com a bactéria, sendo grande parte das
infeccbes humanas relacionada a pessoas envolvidas no trabalho com os animais
infectados, havendo contato com as secrec¢des purulentas ou, em manipulacdes do
agente em laboratorios (RIBEIRO et al., 2001).
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Heggelund et al. (2015), relataram um quadro de pneumonia num estudante de
veterinaria, com evidencia molecular de aquisicdo da infec¢do por Corynebacterium
pseudotuberculosis em atividade no laboratério. O paciente foi clinicamente curado
apos terapéutica intensiva durante 14 meses com uma associacdo de
trimetropim/sulfametoxazol e rifampicina, ndo havendo necessidade de remocéo

cirdrgica do nédulo.

3.6 PATOGENIA

A penetracdo da bactéria no hospedeiro geralmente ocorre através da pele
lesionada ou integra, ou por mucosas (oral, nasal e ocular). Apés a invasdo no
organismo do animal, o C. pseudotuberculosis pode se disseminar livremente ou no
interior das células, sobretudo em macrofagos, principalmente por via linfatica aferente
e por via hematdgena, podendo ser eliminado pelo sistema imune ou chegar aos
linfonodos regionais e 6rgdos internos, onde se desenvolvem formando os
piogranulomas, decorrentes do processo inflamatorio gerado e necrose, na tentativa
do organismo combater a infeccdo (BATEY, 1986; WILLIAMSON 2001; SA et al.,
2018b).

Nos casos de disseminacao via linfo-hematica a bactéria atinge outros 6rgaos
alvo incluindo pulmao, figado, rins e encéfalo, determinando a forma visceral grave da
doenca (MCKEAN, DAVIES, MOORE, 2007). Experimentalmente, varias portas de
entrada tém sido evidenciadas em infec¢des por C. pseudotuberculosis em ovinos e
caprinos, incluindo intradérmica, subcutanea, intravenosa, intratraqueal, intravaginal
e intralinfatica (FONTAINE et al., 2006).

A partir da leséo inicial ou da porta de entrada, que geralmente ocorre através
de mucosas (oral, nasal e ocular) ou feridas na pele o agente dissemina-se livremente
ou dentro de macréfagos, principalmente via linfatica aferente, para linfonodos
regionais e Orgaos internos. A bactéria é fagocitada pelos macrofagos, sofrendo
ingestao pelas células fagocitarias e fuséo lisossomal. O organismo pode sobreviver

e multiplicar, levando a destruicdo do fagocito (BATEY, 1986).
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Depois de ser fagocitado pelos macrofagos, o C. pseudotuberculosis
demonstra uma capacidade de sobrevivéncia dentro dessas células, podendo
permanecer por mais de 48h dentro dos fagdcitos, resistindo a acdo das enzimas
fagolisossomais multiplicando-se dentro do mesmo, e provocando lise celular. Tal
caracteristica de resisténcia pode ocorrer devido a fatores inerentes ao microrganismo
como, producédo do biofilme e lipidios de superficie que protegem a bactéria da
degradacéao pelo fagolisossomo (BOGDAN et al. 1997; MCKEAN, DAVIES, MOORE,
2007; STEFANSKA et al. 2010; BASTOS et al., 2012)

Nos fagocitos o microrganismo mantém-se viavel no interior celular e € levado
para os linfonodos regionais principalmente os pré-crurais, pré-escapulares ou
submandibulares, nos quais induz a formacédo de multiplos piogranulomas (SMITH,
2003), que podem coalescer e formar grandes granulomas (PATON et al., 2003). A
disseminagcdo do microrganismo do linfonodo regional para outros 6rgédos e tecidos
depende da viruléncia da linhagem, da carga bacteriana infectante e higidez do
animal (BELCHIOR & RIVADAVIA, 2006).

3.7 RESPOSTA IMUNE

A resposta imune do hospedeiro infectado por C. pseudotuberculoses,
inicialmente tem acdo da resposta inata, sendo a primeira forma de defesa do
organismo contra o patégeno atuando de forma rapida apés a infeccdo tendo como
principais células envolvidas os neutréfilos e macréfagos. Na resposta secundaria
adaptativa tem-se a ativacéo da resposta humoral por meio de anticorpos e células T,
sendo mais tardia, levando horas a dias para ser iniciada (PLUDDEMANN et al.,
2006).

Apesar da resposta humoral ser intensa ndo é capaz de eliminar o agente,
atuando de forma isolada. Devido ao C. pseudotuberculoses ter caracteristica
intracelular facultativa, a principal resposta imune para combater este agente é a
mediada por células, ocorrendo a fagocitose das células infectadas por este patégeno
(BATEY, 1986; VALE et al., 2003; MEYER et al., 2005).
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3.7.1 Reposta Humoral

A resposta humoral assim como em outras doencgas, atua por meio da producao
e acdo de anticorpos especificos que se ligam ao patdbgeno promovendo a sua
eliminacdo. Contudo, estes patdgenos possuem estratégias contra a imunidade
humoral, de modo que conseguem sobreviver a fagocitose, proliferando dentro dos
fagécitos e de outras células do hospedeiro, 0 que 0s tornam inacessiveis aos
anticorpos circulantes tornando ineficiente a imunidade humoral. Deste modo a
eliminacdo destas células parasitadas pelo patégeno fica a cargo da resposta celular,
destruindo o agente nos fagécitos ou lisando as células infectadas (MEYER et al.,
2005; ABBAS et al., 2008).

Apos a infeccdo, as células apresentadoras de antigeno no organismo do
hospedeiro tém a funcdo de apresentar fragmentos do patdgeno para outras células
competentes do sistema imune que sao reconhecidos por receptores especificos, Toll
Like Receptor's (TLRs) (AKIRA et al., 2006), expressos na membrana das células
como os linfécitos T auxiliares (T CD4+) e T citotoxicos (T CD8+) por meio do
complexo principal de histocompatibilidade tipo Il (MHC II). Os linfécitos T CD4+ se
diferenciam em linfécito Thl e Th2. Estes ultimos estimulam a diferenciacdo de
linfécitos B em plasmdcitos, os quais irdo produzir anticorpos especificos para debelar
0 patdgeno, processo estimulado também pela acédo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13
(PINHEIRO et al., 2007; SILVA et al., 2014a).

Em um experimento com ovinos realizado por Diz (2015), foi-se avaliado
através da mensuracdo dos niveis séricos de IgG, a resposta humoral de ovinos
infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis, onde ainda aos 240 dias de
infeccdo observados no estudo, 0os animais ainda se apresentavam positivos para C.
pseudotuberculosis no teste ELISA-indireto, com niveis de densidade 6tica acima do

ponto de corte de 0,250.
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3.7.2 Resposta Celular

Por ser uma bactéria intracelular patogénica, o C. pseudotuberculosis tem a
capacidade de sobreviver dentro das células, resistindo a digestdo no interior do
fagolisossomo, caracteristica essa que pode ser atribuida pelos lipidios de parede e
inibicdo da producdo de Oxido nitrico da célula hospedeira devido a acéo dos
antigenos deste agente invasor, gerando infec¢cdes cronicas de dificil resolucdo. A
resposta mediada por células, constitui a principal arma do hospedeiro para combater
a infeccdo através da fagocitose ou lisando as células infectadas, compostas por
células fagociticas, macrofagos e neutréfilos e células dendridicas (TASHJIAN &
CAMPBELL, 1983; BURMESTER & PEZZUTO, 2003).

As células Thl sdo as responsaveis pela inducdo da producdo de citocinas,
essenciais para o controle da doenca, liberando citocinas pré-inflamatérias como IFN-
y e IL-2 que sinalizam para linfocitos T CD8+ e macrdfagos lisando as células
infectadas e fagocitando o patégeno, além da ativacdo de MHC de classe | e Il pela
acao do IFN-y. Outra citocina também bastante importante na infeccdo por essa
bactéria, € o TNF-a, que atua sinalizando e atraindo mais células de defesa como
neutréfilos e macréfagos para o centro da infeccdo, bem como aumentando a
permeabilidade vascular permitindo a passagem destas células (DIAS et al., 2011;
OLIVEIRA NETO, 2011).

3.8 SINAIS CLINICOS

A Linfadenite Caseosa é uma doenca subclinica e de curso cronico,
caracterizada pela formacao de nodulos piogranulomatosos em linfonodos superficiais
e viscerais nos pequenos ruminantes. Essa enfermidade pode se apresentar de duas
formas nos animais acometidos, sendo definidas como, forma superficial e visceral,
nao obstante um mesmo animal pode estar acometido pelas duas formas da doencga
(BAIRD & FONTAINE, 2007; PATON, 2010; FACCIOLI-MARTINS et al., 2014).

A forma superficial da LC é caracterizada por granulomas em tecidos

subcutédneos e nos linfonodos superficiais, sendo mais atingidos os parotideos,
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submandibulares, retrofaringeo, pré-escapulares, inguinais, popliteos, mamarios e
subiliacos, mas principalmente submandibular, parotideo e pré-escapular. Todavia,
maior prevaléncia das lesdes em linfonodos pré-crurais e mamarios, foi relatada no
estudo feito por Barnabé (2018), divergindo do resultado de outros estudos como o de
Baird e Malone (2010) no Reino Unido.

Estes linfonodos acometidos apresentam aumento de tamanho, auséncia de
calor local, e firmes a palpacéo, tornando-se flutuantes, a medida que a doenca evolui.
Na forma visceral da doenca, as lesGes estdo presentes, profundamente, em 6rgaos
internos do animal, comumente afetando ganglios linfaticos internos (mediastinicos e
toracicos) e 6rgados como pulmdes, figado, rins e, em menor escala, o ba¢o, medula e
sistema reprodutivo (VESCH et al., 2015; GONCALVES, 2017).

O animal acometido pela doenca pode apresentar sinais clinicos como
hipertermia, diminuicdo do apetite, perda progressiva de peso, distlrbios respiratorios
e timpanismo ruminal cronico recorrente, sendo esses Ultimos os mais frequentes,
evidenciando assim a intensidade das lesGes viscerais causadas pela bactéria,
variando os sinais manifestado a depender do 6rgdo envolvido. Em razdo da
debilidade apresentada pelo animal, a doenca é relatada também como “sindrome da
ovelha magra”, havendo um agravamento dos sinais respiratérios como taquipnéia,
tosse e dispneia. (ALVES et al., 2007; RADOSTITS et al., 2006; OREIBY, 2015).

3.9 DIAGNOSTICO

A identificacdo dos animais infectados e sua remocdo do rebanho sédo os
métodos mais efetivos para o controle da LC. Essa identificacdo pode ser realizada,
inicialmente, através da visualizacdo da presenca de granulomas nos linfonodos
superficiais do animal, sendo o teste ouro para diagnostico definitivo da LC, a
realizacdo do isolamento e identificacdo do C. pseudotuberculoses através do exame
bacteriol6ogico do material caseoso drenado a partir dos granulomas. As provas
bioquimicas sdo meétodos bastante simples utilizados para realizar o diagnostico
diferencial, em relacdo aos possiveis agentes que sdo encontrados no material

drenado a partir dos linfonodos de animais acometidos. Em relagdo aos animais
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acometidos que ndo apresentam sintomatologia clinica, deve-se lancar méo dos
testes soroldgicos para deteccéo de anticorpos contra o agente causador da infecgcéao
(ALVES et al., 2007).

N&o existe teste Unico que possa identificar todos os casos, ou mesmo
diferentes estégios. O isolamento microbioldgico é considerado padrao ouro, mas se
limita a casos clinicos. O teste sorologico através do Ensaio de Imunoabsorcéo
Enzimatica (ELISA) indireto se baseia na deteccdo de imunoglobulina G (IgG) como
marcadorde atividade humoral; a resposta mediada por células fundamenta-se na
quantificacdo de interferon-y (IFN-y). O teste gendmico € embasado na Reacdo em
Cadeiada Polimerase (PCR) (OREIBY, 2015).

3.9.1 Diagnostico Clinico

O diagnéstico clinico, fundamentado na identificacédo e palpacdo de ovinos com
granulomas nos linfonodos superficiais, verificando a existéncia de hipertrofia e
supuracao de granulomas € altamente sugestivo para a doenca, principalmente se
varios animais do grupo estiverem afetados (BAIRD & FONTAINE, 2007). Cuidados
especiais devem ser tomados, pois as alteragdes nos linfonodos podem confundir o
diagnéstico, tanto na forma superficial como na visceral. Sobretudo, todo e qualquer

aumento do linfonododeve ser investigado (RIBEIRO, 2009).

O diagnéstico clinico da Linfadenite caseosa € baseado nos sinais clinicos
caracteristicos da doenca, e com o auxilio de testes bioquimicos que podem ser
utilizados para identificacdo dos organismos envolvidos (CETINKAYA et al. 2002).
Desta forma o diagnéstico definitivo para LC, é baseado no cultivo e
identificagdo bioquimica do agente causador da doenca, o C. pseudotuberculosis, no
entanto a fase subclinica e/ouvisceral da doenca requerem métodos alternativos
para sua deteccdo, como por exemplos a utilizagdo de exames de imagem para

identificacédo de granulomas viscerais (RIBEIRO, 2009).
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3.9.2 Diagnostico Imunoldgico

Dentre os testes sorologicos desenvolvidos para a deteccdo de anticorpos anti
C. pseudotuberculosis, 0 ensaio imunoenzimatico, ELISA-indireto tem sido empregado
em estudos de prevaléncia em pequenos ruminantes no Brasil, para deteccao de

anticorpos anti C. pseudotuberculosis. A especificidade e sensibilidade do teste ELISA

indireto como método alternativo de diagndstico para a linfadenite caseosa foi 93,5%
e 100% respectivamente mediante qualquer que seja a prevaléncia (CARMINATI et
al.,2003).

O ELISA-indireto foi desenvolvido para o diagnéstico da linfadenite caseosa
utilizando antigeno secretado de cultura com 48 horas de crescimento do C.
pseudotuberculosisem caldo BHI, outro teste de ELISA para detectar INF-y como
indicador da imunidade mediada por células foi desenvolvido por Prescott et al. (2002),

com sensibilidade de95,7%e especificidade de 95,5%.

3.9.3 Isolamento Bacteriano

O diagnostico bacteriolégico € baseado no isolamento e identificacao
bioquimica do agente contido no material purulento dos granulomas, sendo realizado
a partir de material drenado dos granulomas, permanecendo como um dos
procedimentos mais fidedignos de diagnéstico in vivo. Este método distingue C.
pseudotuberculosis de outros organismos que produzem lesdes abscedativas, como
o0 Arconobacterium (Actinomyces) pyogenes (WILLIANSON, 2001). O cultivo e
isolamento sdo indispenséaveis para identificar o agente causador, visto que outras
bactérias como Arconobacterium pyogenes, Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius, Actinobacillus licheniformis e Pasteurella multocida podem estar
presentes nos granulomas (PEKELDER, 2000).

O diagnostico definitivo da doenca é realizado através do isolamento do agente
no material purulento proveniente dos linfonodos abscedados naturalmente, puncgéao
aspirativa e por excisao ap0s tricotomia e antissepsia da pele de animais vivos ou por

material coletado na necropsia ou abate (RIBEIRO, 2009).
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3.9.4 Diagnostico Molecular

Além dos testes sorologicos, podem ser utilizadas técnicas como a de biologia
molecular que vem sendo padronizada para diagndéstico de Linfadenite caseosa.
Estudos desenvolvidos demonstram a utilizacdo da técnica de PCR (Reacdo em
Cadeia de Polimerase) para deteccdo da C. pseudotuberculosis diretamente do

material infectante, demonstrando avancos no diagnostico da LC (ALVES et al, 2007).

Em um estudo conduzido por Pacheco (2006), foi desenvolvido um ensaio de
PCR-multiplex (MPCR) que amplifica, simultaneamente, trés genes especificos da C.
pseudotuberculosis: 16S rDNA (RNA ribossémico 16S), rpoB (subunidade beta da
RNA polimerase), e pld (exotoxina fosfolipase D). Esse novo método permitiu a
identificacdo de 40 isolados de campo de C. pseudotuberculosis, confirmada através
de testes bioquimicos. Cetinkaya et al. (2002) propuseram um teste baseado na PCR
para identificar isolados da C. pseudotuberculosis através da amplificacao parcial da
sequéncia do gene do RNA ribossémico 16S (16S rDNA).

Segundo Pacheco (2006), este teste apresenta algumas limitacdes, incluindo a
inabilidade de distinguir a bactéria C. ulcerans e a dependéncia de cultivo bacteriano
prévio. A PCR tem como vantagem maior rapidez e especificidade sendo utilizado
para identificar isolados de C. pseudotuberculosis como uma alternativa aos métodos
convencionais (CETINKAYA et al., 2002).

3.10 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Em virtude da grande variedade de doencas infecciosas que acometem 0s
pequenos ruminantes, e que apresentam manifestacédo clinica semelhante da LC, é
essencial que se faga o diagnéstico diferencial (SHARPE et al.,2010). Além do C.
pseudotuberculosis, diferentes tipos de bactérias podem estar presentes em
granulomas superficiais e internos de pequenos ruminantes, como Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Trueperella pyogenes, Streptococcus

spp. e Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2018b).
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Segundo Nassar (2009) citado por Farias (2018), patdgenos oportunistas como
Arcanobacterium pyogenes e Pasteurella multocida também podem ser isolados de
linfonodos abscedados, o que impossibilita a diferenciagéo de C. pseudotuberculoses
apenas pela inspecdo e palpacdo de Ilinfonodos hipertrofiados, tornando-se
fundamental o isolamento e identificagdo bacteriana para diagnéstico diferencial. Ja
no estudo realizado por Souza (2011), foi possivel concluir que, as lesdes histolégicas
de linfadenite caseosa sao caracteristicas, mas ndo patognomoénicas, podendo entéao

serem confundidas com lesdes causadas por outros organismos piogenicos.

Doencas com sintomatologia semelhante como no caso de pneumonias
causadas por Mycobacterium bovis, Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida
OU Mesmo a pneumonia progressiva ovina, por maedi-visna virus, podem dificultar o
diagnostico para LC (ALVES & PINHEIRO et al., 2000; PUGH, 2004). Doencas de
grande impacto para saude publica e animal como Tuberculose e Paratuberculose,
também podem cursar com formacdo de granulomas de estrutura semelhante como
acontece na LC (GUIMARAES et al., 2011).

3.11 TRATAMENTO

O tratamento consiste na drenagem com posterior limpeza e cauterizacao
quimica, preferencialmente com tintura de iodo a 10%, ou mesmo extirpacdo dos
linfonodos superficiais acometidos (ALVES et al., 2007). A drenagem do granuloma
deve ser realizada com cuidado para ndao contaminar o ambiente, com a desinfeccao
do material cirargico antes e apos o procedimento e todo material descartavel deve
ser incinerado e enterrado, bem como plasticos e jornais utilizados para forrar o local
(OLSON et al., 2002).

Em estudo realizado por Santiago et al. (2010a) testando antissépticos in vitro
contra a bactéria, observou-se que além da tintura de iodo a 10%, o hipoclorito de
sédio a 2,5% seguido do permanganato de potassio também foram eficientes, no
entanto o tratamento com essas substancias foi ineficiente no estagio inicial do
desenvolvimento do granuloma (SANTIAGO et al., 2013b).
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Apesar do C. pseudotuberculosis ser sensivel a quase todos os antibioticos em
ensaios in vitro, o tratamento com antibioticoterapia sistémica ndo é eficaz. Isso
acontece devido a incapacidade do antibiotico em penetrar a capsula do granuloma,
além das caracteristicas de resisténcia do microrganismo como ser intracelular
facultativo e resistir a acdo das enzimas do fagolisossomo (OLSON et al., 2002;
GUIMARAES et al. 2009; WILLIAMSON, 2001).

Souza et al. (2019) estudaram o uso in vitro da cal hidratada como forma de
eliminar C. pseudotuberculosis em ambiente simulado e concluiram que tanto na
superficie lisa quanto rugosa, a cal hidratada em p6 reduz a contaminacéo e a cal
hidratada a 40% elimina o agente, sendo essa acdo bactericida dessa ultima,
explicada devido a capacidade em promover uma cobertura mais homogénea das
superficies. Segundo Farias (2018), pode haver um aumento de 10,34 vezes do risco
de ocorréncia da doenca nos animais, devido a alta concentracdo da bactéria do

material caseoso eliminada no ambiente.

Alcantara et al. (2021) observaram um alto potencial antibacteriano in vitro no
uso de plantas do Nordeste brasileiro contra C. pseudotuberculosis, como o extrato
etandlico das folhas de Azadirachta indica, e de caule e casca de Annona squamosa,
demonstrando que esta pode ser também uma alternativa no tratamento da infec¢éo
por C. pseudotuberculosis. Santos et al. (2021b), também demonstraram que 0s
extratos etandlicos de prépolis verde e o de propolis vermelha supercritica apresentam
boa atividade antibacteriana contra C. pseudotuberculosis, sendo eficazes em
interferir na formacdo do biofilme, mas tiveram pouca atividade no biofilme

consolidado.

3.12 CONTROLE E PROFILAXIA

Praticas de manejo, como higienizacdo das instalagcbes e equipamentos
(bebedouros, cochos, material cirdrgico, brincos e demais materiais utilizados no
manejo) que possam estar contaminados, tosquia dos animais com granulomas
aparentes. Alguns desinfetantes como hipoclorito de sédio a 2,5%, cloro a 20%,
permanganato de potassio a 5% e peroxido de hidrogénio podem ser utilizados com
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boa eficiéncia para p controle do C. pseudotuberculosis no ambiente (SANTIAGO et
al., 2010). Estas praticas vao implicar diretamente na disseminacao do patdgeno, visto
gue o mesmo pode se manter viavel por varios meses no ambiente contaminado com
0 pus (FACCIOLI-MARTINS, 2014; LUCAS et al., 2009).

O principal aspecto relacionado ao controle da LC est4 no isolamento imediato
dos animais afetados e na remocédo do material infectivo antes do rompimento do
granuloma e da contaminacdo ambiental. Deve ser dada uma importancia especial aos
cuidados utilizados na drenagem cirurgica dos granulomas e adequada eliminacdo do
material, prevenindo a contaminag&do ambiental. Os animais tratados devem retornar
ao rebanho depois da completa cicatrizacdo da lesdo. No caso de animais com
granulomas reincidentes, sugere-se que sejam eliminados do plantel (ALVES et al.,
2007).

A identificagdo dos animais infectados e sua remog¢&o do rebanho sdo os
métodos mais eficientes de controle da Linfadenite caseosa em pequenos ruminantes
(MOTTA etal., 2010). O estdbulo e canzis ndo devem conter objetos que possam
provocar lesdes cutaneas (VALE et al., 2003). Deve-se proceder a limpeza e
desinfeccdo de agulhas, material cirirgico e alicates de tatuagem (WILLIAMSON,
2001).

Recomenda-se a limpeza periddica e a desinfec¢cdo dos locais usados nos
banhos carrapaticidas (SMITH, 2003). O controle da Linfadenite deve ser realizado
especialmente por meio de um diagndstico precoce e emprego de vacinas, além de
um rigoroso controle dos materiais utilizados no manejo lavando e desinfetando antes
de ser utilizado em outros animais. Deve-se evitar adquirir animais de rebanhos
suspeitos ou de rebanhos com histérico da doenca. A fiscalizacdo periddica dos
animais do rebanho, a drenagem dos granulomas antes quese rompam e contaminem
0 ambiente também sao conceitos importantes para controle (CONSTABLE et al.,
2016).

A observacéo de animais soropositivos que ndo apresentam alteracdo clinica
visivel aponta para a necessidade da defesa sanitaria governamental, reavaliar os

métodos de triagem utilizados para exposicéo e comercializagdo de caprinos e ovinos,
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uma vez que estas se baseiam exclusivamente na avaliagéo clinica de lesdes em
linfonodos superficiais (AMORIN, 2017).

Como meétodo profilatico que estimulem a imunizacdo do animal, ja existem no
mercado vacinas disponiveis para o controle da LC, podendo serem classificadas
como de primeira geracdo (bactérias vivas e/ou atenuadas, 400 microrganismos
inativados), segunda geracao (extratos de microrganismos e/ou 401 proteinas ou
subunidades recombinantes), terceira geracdo (baseadas em DNA), ou as que

utilizam microrganismos recombinantes vivos (SANTOS et al., 2016a).

No Brasil se tem para comercializagdo as vacinas 1002® Viva Atenuada,
Glanvac-6® Inativada com outros toxoides e Linfovac® 868 Viva Atenuada. Todavia
essas vacinas conferem protecdo variavel, de modo que mesmo animais que foram
vacinados, ja apresentaram recidiva dos granulomas superficiais e profundos,
ratificando ainda mais a importancia das boas praticas de manejo para se evitar a
disseminacdo do C. pseudotuberculoses nos rebanhos de caprinos e ovinos
(REZENDE, 2016).
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O objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia e os aspectos clinicos da
Linfadenite Caseosa (LC) em um rebanho de caprinos e ovinos criados no territorio do sisal,
estado da Bahia. Foram acompanhados 120 ovinos e 125 caprinos durante o periodo de um ano,
avaliando-se mensalmente quanto a presenca de alteracbes em linfonodos superficiais
sugestivos da LC e sua evolucdo, e trimestralmente sorologia de todos os animais pelo teste
ELISA-indireto. 75,2 % (91/125) dos caprinos apresentaram alteracGes clinicas em linfonodos
superficiais, mas apenas 15,4% (14/91) evoluiram para o granuloma grau 4 ou 5. J& nos ovinos
66,66 % (80/120) apresentaram estas alteracdes, e apenas 15% (12/80) evoluiram para grau 4
ou 5, tendo os demais apresentado involucdo no decorrer do estudo. O linfonodo pré-escapular
foi 0 mais acometido com 85 % de predominancia em caprinos e 92,8 % em ovinos. Foi isolado
e identificado Corynebacterium pseudotuberculosis em amostras de granulomas de caprinos.
Na sorologia a prevaléncia foi de 6,8% (9/132) positivos em caprinos, e nos ovinos 14,2%
(18/127), havendo uma baixa prevaléncia clinica e sorolégica da LC na propriedade estudada.
Comprova-se, portanto, que para LC, a clinica isoladamente ndo é suficiente para o diagnostico
preciso da infeccdo por C. pseudotuberculosis, sendo necessario o emprego de técnicas
laboratoriais como o ELISA-indireto, o isolamento e a cultura bacteriana. A relevancia do
presente estudo consiste em ser 0 pioneiro nesse tipo de investigacdo soroepidemioldgica na
regido do Sisal-BA, o qual fornecera subsidios para o planejamento e realizacdo de estudos de

prevaléncia e adocdo de estratégias para o controle da Linfadenite Caseosa no estado.

Palavras-Chave: Granuloma, ELISA, Linfonodo.

SUMMARY
The objective of the present work was to determine the prevalence and clinical aspects of
Caseous Lymphadenitis (CL) in a herd of goats and sheep raised in the territory of sisal, state

of Bahia. A total of 120 sheep and 125 goats were monitored during a period of one year,



39

evaluating monthly for the presence of alterations in superficial lymph nodes suggestive of CL
and its evolution, and quarterly serology of all animals by the indirect ELISA test. 75.2%
(91/125) of goats showed clinical changes in superficial lymph nodes, but only 15.4% (14/91)
progressed to grade 4 or 5 granuloma. In sheep, 66.66% (80/120) presented these alterations,
and only 15% (12/80) progressed to grade 4 or 5, with the others presenting involution during
the course of the study. The prescapular lymph node was the most affected with 85%
predominance in goats and 92.8% in sheep. Corynebacterium pseudotuberculosis was isolated
and identified in samples of goat granulomas. In serology, the prevalence was 6.8% (9/132)
positive in goats, and 14.2% (18/127) in sheep, with a low clinical and serological prevalence
of CL on the property studied. It is therefore proved that for CL, the clinic alone is not enough
for the accurate diagnosis of C. pseudotuberculosis infection, requiring the use of laboratory
techniques such as indirect-ELISA, isolation and bacterial culture. The relevance of the present
study is to be the pioneer in this type of seroepidemiological investigation in the region of Sisal-
BA, which will provide subsidies for planning and carrying out prevalence studies and adoption
of strategies for the control of Caseous Lymphadenitis in the state.

Keywords: Granuloma, ELISA, Lymph node

INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura € uma area que vem apresentando um forte crescimento no
Brasil nas ultimas décadas, sendo que a regido Nordeste concentra 0 maior rebanho nacional.
Mesmo com esta expansdo, ainda existem diversos problemas que impedem um maior
desenvolvimento da produgéo. Esses fatores sdo em sua maioria, nutricionais e de manejo
sanitario (MONTEIRO et al., 2021).

A Linfadenite caseosa (LC) também conhecida como “Mal do Carogo”, € uma doenca

infectocontagiosa cronica, causada pelo Corynebacterium pseudotuberculosis. Este agente esta
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presente no material supurado de granulomas rompidos de animais infectados, podendo ser transmitido
pelo contato direto com estas secrecBes, ou com materiais contaminados com a bactéria (ASSIS, 2012;
GERELLIetal., 2018).

E uma enfermidade infectocontagiosa debilitante e de dificil controle que acomete
principalmente pequenos ruminantes, podendo acometer outros animais inclusive homem
e se caracteriza pela formacdo de granulomas em linfonodos superficiais e profundos
(AMORIN, 2017). A LC é responsavel por grandes perdas econémicas como condenacdo de
carcacas, desvalorizacdo da pele por cicatrizes deixadas pelos granulomas, baixa producédo de
carne e leite, gastos com tratamentos e ocasionalmente morte dos animais acometidos

(CONSTABLE et al., 2016).

Animais acometidos com a enfermidade podem apresentar alteracbes tanto nos
linfonodos superficiais ou tecidos cutdneos como nos 6rgdos internos, podendo os dois quadros
da doenga ocorrer concomitantemente (O’REILLY et al., 2008). Alguns animais podem
apresentar-se acometidos e ndo demonstrar sinais clinicos aparentes, sé diagnosticados através
de exames laboratoriais como os sorolégicos. O ensaio imunoenzimatico, ELISA-indireto, tem
sido empregado em estudos de prevaléncia em pequenos ruminantes no Brasil, para deteccédo
de anticorpos anti-C.pseudotuberculosis (CARMINATI et al., 2003).

Poucos sdo os trabalhos sobre a incidéncia e prevaléncia de InfeccGes por C.
pseudotuberculosis no estado da Bahia, mas podemos afirmar que o estado € endémico para
esta enfermidade, pelo fato de nos depararmos diariamente com animais apresentando
clinicamente granulomas localizados nos linfonodos superficiais. Amorin (2017) na regido do
recdncavo baiano detectou pelo Elisa-indireto, positividade de 43,55 e 46,7% respectivamente
para ovinos e caprinos demonstrando a importancia desta enfermidade. Levantamento realizado
no estado da Bahia por Pinheiro et al., (2018) no territério do Sisal revelou que a LC clinica

estava presente em 78% das propriedades visitadas, demonstrando a importancia inequivoca
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desta enfermidade para esta regido. Este trabalho tem como objetivo caracterizar clinicamente
as lesdes da Linfadenite Caseosa numa propriedade no municipio de Queimadas-BA,
acompanhando o desenvolvimento dos abcessos nos linfonodos superficiais e correlacionando

a prevaléncia clinica com a soroprevaléncia realizada pelo teste de Elisa-indireto.

MATERIAIS E METODOS

LOCAL DE EXECUCAO DA PESQUISA

O trabalho foi executado em uma fazenda no municipio de Queimadas, regido semiarida,
no territorio do sisal no estado da Bahia, latitude: 10° 58” 40> S longitude: 39° 37° 26> O, com
indice pluviométrico médio anual de 800mm, cujas pastagens sao formadas por capim Buffel

aridus e vegetacdo nativa da caatinga.

Figura 1. Localiza¢do do Municipio de Queimadas — Bahia

i

Fonte: Wikiwand
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AMOSTRAGEM E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O numero de 230 animais (caprinos e ovinos) foi definido utilizando-se a formula de
Fleiss et al. (2003), com grau de confianca de 95% e margem de erro de 5%. Contudo, houve

uma variacdo do numero amostral devido a venda e compra de mais animais na fazenda,
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alterando o niumero de animais ao final do estudo de 230 para 245 animais. Na primeira visita
foi realizada a escrituracdo zootécnica de todos os animais atraveés de brinco e anotacdo em
fichas zootécnicas, bem como a avaliacdo clinica de todo rebanho (Figura 2). A idade dos
animais foi estimada com base no numero de mudas dentarias, conforme descrito por Sisson et
al. (1986) e na escrituracdo zootécnica da propriedade.

Figura 2. Rebanho utilizado na pesquisa: caprinos (A e B) e ovinos (C e D).

Fonte: Autoria propria

EXAME CLINICO
Os animais foram acompanhados durante doze meses e submetidos a exame clinico

conforme o descrito por Radostitis et al., (2006) a cada trinta dias, para avaliara alteracdo nos
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linfonodos superficiais, localizagéo preferencial das lesGes bem como evolucéo dos granulomas
e cicatrizacdo. Os granulomas foram classificados de acordo com a fase em que se encontravam,
sendo que a fase inicial ndo flutuante € caracterizada como fase 1, semiflutuante fase 2,
granuloma em ponto de drenagem muito flutuante com alopecia fase 3, granuloma rompido em
processo de inflamacgéo ativa na fase 4, e em processo de cicatrizacdo na fase 5 conforme

descrito por Amorim (2017).

COLHEITA DAS AMOSTRAS

As amostras sanguineas para realizacdo do teste sorologico ELISA-indireto para
pesquisa de anticorpos contra Linfadenite caseosa foram colhidas a cada trés mesesdurante um
ano. As amostras foram colhidas através de puncdo da veia jugular, utilizando-se tubos tipo a
vacuo, sem anticoagulante, com agulha hipodérmica 21 G (25 mm x 8/10), obtendo-se um
volume total de 10 mL por animal. Apds a retracdo do coagulo os tubos foram centrifugados a
1600g por 10 minutos para a obtencdo dos soros que foram armazenados em tubos tipo

eppendorf, e congelados em freezeres para realizacao das provas soroldgicas.

CULTURA BACTERIOLOGICA

A cultura foi executada no do Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI) da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), sendo realizada colheita de material
purulento de granulomas drenados naturalmente de caprinos que apresentaram tal lesdo em
linfonodos, para isolamento e identificacdo de C. pseudotuberculosis em placas com meio caldo
Brain Heart Infusion broth (BHI) por 24 - 48 horas. Posteriormente o cultivo foi semeado em
agar sangue ovino 5%, e incubadas a 37°C em aerobiose, sendo realizadas leituras com 24-72
horas de incubacg&o, havendo entéo a formacao de coldnias, 0s microrganismos isolados foram
submetidos a exames bacterioscopicos pelo método de Gram e em seguida realizado provas de

identificacdo obtendo os seguintes resultados: producdo de catalase (+), urease (+), motilidade
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em agar semi-solido (-), hidrdlise da esculina (-), gar citrato (-), sendo entdo identificado como
C. pseudotuberculosis (KONEMAN et al., 2006; QUINN et al., 2007).
ELISA

Os soros controle utilizados para o teste, foram de amostras de animais
comprovadamente testados como positivos e negativos para C. pseudotuberculosis,
provenientes do Banco de Soros do LDI da UFRB, local onde foi realizado o presente teste
soroldgico.

O teste de ELISA-indireto foi realizado segundo o protocolo descrito por Carminati et
al. (2003) onde, as placas de poliestireno de fundo chato (marca COSTAR) foram
sensibilizadas com 100 pL da diluicdo da cultura de C. pseudotuberculosis diluido a 1:100,
em tampé&o carbonato bicarbonato a 0,05M, pH 9,6, incubadas a 8 °C por 18 horas em camara
umida. Apos duas lavagens com PBS com 0,1% de Tween 20, as placas foram bloqueadas 20
pL/poco de PBS-T20 e 5% de leite desnatado (MOLICO®), incubadas por 2 horas a 37°C em
camara umida.

A seguir, foram incubadas com 50 pL/poco em duplicada dos soros teste diluidos a
1:100 em PBS-T20 contendo 1% de leite desnatado (MOLICO®) durante lhora a 37°C em
camara Umida. Apos cinco lavagens em PBS-T20, adicionaram-se as placas 50 pL/pogo o
conjugado e incubadas a 37°C por 1 hora.

Em seguida foram novamente lavadas cinco vezes com PBS-T20 e adicionadas 50
uL/poco da solugdo reveladora (10mL de tampdo citrico + 400 pg de ortofenilenodiamina + 30
pL de H202 a 3%). As placas foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Por fim, a reagédo foi interrompida acrescentando-se 25 p/L de H2SO44N. A
leitura foi realizada em leitor de ELISA-indireto (Microplate Reader BIO-RAD Model 550),

usando-se filtro de 490 nm de comprimento de luz.
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Os valores positivos e negativos foram calculados utilizando o ponto de corte, cut-off,
de 0,248 de DO, definido por meio da curva ROC, segundo Zerbinati et al. (2007), usando-se
os resultados do teste de ELISA-indireto obtidos a partir dos soros de animais testados, onde
animais que apresentaram resultados no teste de ELISA-indireto maior ou igual a 0,248 de DO

(densidade 6tica) foram considerados positivos (Figura 3).

Figura 3. Realizacdo do Teste de ELISA-indireto nas amostras colhidas. Preenchimento da
placa de poliestireno (A). Placa de poliestireno de fundo chato ap6s reagdo (B).
Leitora de placas em absorvancia (C).

Fonte: Autoria propria.

ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma andlise quantitativa inferencial dos dados. Para identificar as
diferencas significativas entre as propor¢oes, foi aplicado o teste z. As diferencas entre as
médias aritméticas foram identificadas pela prova de Mann-Whitney. Para associacdo entre
variaveis, foi utilizada a Prova do Qui-quadrado. Todas as analises foram escolhidas seguindo
Martins (2006) e realizadas com o auxilio do programa Statistica versdo 10.0

(STATSOFT,2016).

RESULTADO E DISCUSSAO

Na avaliacdo clinica foi possivel observar que a frequéncia dos linfonodos superficiais
com alteracdes clinicas em caprinos foi de 75.2 % (91/125) sendo que apenas 15.4 % (14/91)

evoluiram para o granuloma grau 4 com rompimento, ou 5 com cicatrizacdo, tendo os demais
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apresentado involucdo no decorrer do estudo. Nos ovinos a frequéncia de linfonodos
superficiais com alteracdes clinicas foi de 66.66 % (80/120) sendo que apenas 15 % (12/80)
evoluiram para o granuloma grau 4 com rompimento ou 5, cicatrizacdo (Tabela 1), havendo
regressdo dos demais linfonodos no decorrer do estudo. Ndo houve diferenca significativa
quanto a prevaléncia de alteracdo em linfonodos e evolugédo para grau 4 ou 5 entre caprinos e
ovinos (p>0,05).

Tabela 1 — Prevaléncia de alteracdo em linfonodos superficiais e evolucdo da lesdo para
Linfadenite caseosa

Espécie Alteracdo em linfonodos Evolucdo paragrau 4 e 5
Caprino (125) 91 (75.20%) a A 14 (15.4%)aB
Ovino (120) 80 (66,66%) a A 12 (15%)aB

Letras minGsculas iguais na coluna ndo existem diferencas significativas entre caprino e ovino pelo teste z para
diferenca entre propor¢oes (p>0,05).

Letras iguais maitsculas na linha, ndo existem diferengas dentro de caprino e dentro de ovino entre aumento de
tamanho de linfonodos e evolugdo da lesdo pelo teste z para diferenca entre proporcdes (p>0,05).

Figura 4 — Rebanho caprino e ovino da propriedade utilizados na pesquisa. Ovino com alteracéo
em linfonodo pré-escapular direito (A). Ovino com alteracdo bilateral de grau 2 em
linfonodos pré-escapulares (B).

2

L

Quando consideramos apenas os resultados dos linfonodos que apresentaram alteragdo
clinica e evoluiram para grau 4 e 5 nos caprinos 14.9% (14/91) e nos ovinos 15% (12/80) e
comparamos aos determinados na literatura, estes resultados sdo superiores aos relatados por
Rizzo et al. (2017) em pequenos ruminantes criados no Estado do Sergipe, que assinalaram a

presenca de linfonodos hiperplasicos, granulomas e/ou feridas em processo de cicatrizagdo em
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regides de linfonodos superficiais em 5,19% (64/1231) dos ovinos e 10,78% (73/677) dos
caprinos (p<0,001), com uma média de 7,18% em caprinos e ovinos.

Os resultados também sdo superiores daqueles descritos por Andrade et al. (2012) na
Paraiba, que encontraram uma média de 7,66% (49/640) de caprinos e ovinos com sintomas
clinicos de LC, pois quando consideramos as duas espécies, obtivemos um valor médio de 10.61
% (26/245). Souza et al., 2011a em estudo com ovinos abatidos no municipio de Mulungu,
Paraiba, observaram 4,71% (70/1486) de animais com lesdes compativeis com a LC no exame
ante mortem, resultado abaixo ao encontrado nesta pesquisa.

Em Nossa Senhora das Dores, Sergipe, Freitas et al. (2011) descreveram a ocorréncia
de ovinos com lesdes em 8,93% dos animais estudados (10/112), média um pouco inferior a
encontrada nos ovinos aqui estudados de 10% (12/120). Em outro estudo realizado por Ferreira
Neto et al. (2020), em que foram avaliados no exame clinico de 1.280 caprinos e ovinos, 4,53%
(58/1.280) dos animais apresentavam granulomas e/ou cicatrizes na pele e/ou linfonodos
indicativos de LC, resultados abaixo da prevaléncia clinica encontrada no presente trabalho que
foi de 11,2% (125) em caprinos e, 10% (12/120) nos ovinos.

Resultados superiores ao presente estudo foram descritos por Amorim 2017, no
municipio de Cruz das Almas-BA, identificando uma meédia de 39,13 % de ovinos com
linfonodos reativos (9/23), e uma alta prevaléncia encontrada por Guimaraes et al., (2009), com
positividade de 70,9% em rebanhos de ovinos em Minas Gerais.

Comparando os resultados em relacdo aos caprinos, verificamos que foram inferiores
aos observados por Amorim (2017) no municipio de Cruz das Almas-BA que trabalhou com
55 caprinos encontrando sinais clinicos em 27.7 % (15/55) e por Andrade et al., (2012) que
encontraram resultados de 65% (13/20) no semiarido paraibano. Quando comparamos 0s
resultados aqui encontrados, levando em consideragdo as anotagdes referentes a ocorréncia de

linfonodos superficiais com alteracGes clinicas suspeitas, os indices encontrados sdosuperiores
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a todos os dados encontrados na literatura, sendo que em caprinos foi de 75.2 % (91/125) e nos
ovinos a ocorréncia de linfonodos superficiais com alteracdes clinicas foi de 66.66 % (80/120),
muito embora apenas 15,4% e 15% respectivamente (Tabela 1) tenham sido confirmados

clinicamente com a evolucdo da enfermidade.

Neste trabalho, os resultados observados entre 0s caprinos e 0s ovinos séo similares uma
vez que a ocorréncia de les@es clinicas da LC foi muito semelhante com 15.4 % e 15% para 0s
caprinos e ovinos respectivamente quando comparamos a evolucdo dos granulomas, embora
quando comparado a suspeita clinica avaliada mensalmente, 0s caprinos apresentaram maior
namero de observagGes. Amorim (2017) demonstrou maior evidéncia clinica de LC em ovinos
quando comparado com os caprinos. Estes resultados divergem dos aqui observados, cujos
resultados foram similares entre as duas espécies. Divergimos ainda de Rizzo et al. (2017) no

qual demonstraram a predominancia de lesdes nos caprinos em detrimento aos ovinos.

No decorrer do estudo 75.2% (94/125) dos caprinos e 66.66% (80/120) dos ovinos
apresentaram alteracdes sugestivas de LC, entretanto, apenas 15.4% nos caprinos e 15% dos
ovinos evoluiram para o grau 4 e 5, e levando em consideracdo o nimero total de animais
foi verificado uma prevaléncia de 11.2% (14/125) de caprinos com presenca de formacéo de
granuloma durante o periodo do estudo, e em relacdo aos ovinos 10% (12/120), manifestaram
formagéo de granuloma (Tabela 2), ndo apresentando diferenca significativa quanto a formagéo

de granulomas como consequéncia da Linfadenite caseosa entre caprinos e ovinos (p>0,05).

As demais alteracdes de linfonodos nos animais regrediram ou se mantiveram
assimétricas por todo o periodo, demonstrando que a avaliagcdo clinica por si s6 ndo pode ser
utilizada como parametro de analise, e sim como método de triagem auxiliar aos exames

laboratoriais.
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Tabela 2 — Prevaléncia de animais com alteracdo de linfonodos no rebanho e que evoluiram
para formag&o de granuloma caracteristico Linfadenite caseosa

Espécie Formacgdo de granuloma Prevaléncia %
Caprinos (14/125) 11,2% a
Ovinos (12/120) 10% a

Letras minusculas iguais na coluna nao existem diferencas significativas em ter caprino e ovino pelo teste z para
diferenca entre proporcées (p>0,05).

Os resultados encontrados referentes a localizacdo dos linfonodos mais acometidos
demonstram que em ambas as espécies o linfonodo pré-escapular foi 0 mais acometido com 85
% de predominancia em caprinos e 92,8 % em ovinos havendo uma diferenca significativa maior
em comparacao aos outros linfonodos (p>0,05), sendo o pré-escapular direito mais acometido
do que o esquerdo em 58% nos ovinos e 53% nos caprinos (Tabela 3). O segundo linfonodo
mais acometido foi o submandibular em ambas asespécies com 11% nos caprinos e 4,5 %
nos ovinos. Nos caprinos ainda foram encontradas les6es nos linfonodos parotideos 3% e
inguinal 1% e auséncia de alteracGes nos popliteos, retromamarios e retrofaringeos. Ja nos
ovinos foram observados com alteracGes os linfonodos popliteos em 3% dos casos, 0s
retromamarios em 0.9%, e os retrofaringeos também 0.9% dos casos como descrito na Figura
3, ndo apresentando alteracdes nos linfonodos parotideos e inguinais.

Tabela 3 - Linfonodos superficiais mais acometidos para Linfadenite Caseosa segundo a espécie

Linfonodos Ovinos Caprinos
Pré-escapular 92,80% A a 85% B a
Submandibular 4,50% A b 11% Ab
Parotideos - 3%bc
Inguinal - 1% c
Popliteo 3%b -
Retromamarios 0.9%b -
Retrofaringeos 0.9% -

Letras iguais maiusculas na linha, ndo existem diferencas significativas entre caprinos e ovinos pelo teste z para
diferenca entre proporc¢des (p>0,05).

Letras mindsculas iguais na coluna ndo existem diferengas significativas dentro de caprinos e dentro de ovinos
pelo teste z para diferenca entre proporcdes (p>0,05).
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Em um rebanho de caprinos, Souza et al. (2014b), evidenciaram 40% de prevaléncia
nos linfonodos pré-escapulares, sendo este o linfonodo mais acometido. Amorim (2017)
descreve que as principais alteracdes clinicas observadas nos caprinos relacionadas a LC
estavam localizadas nos linfonodos pré-escapulares 37,4% (12/32), nos parotideos 21,9%
(7/32) e pre-femoral 21,9% (7/32). Nos ovinos, as principais alteracdes clinicas observadas pela
autora estavam localizadas nos linfonodos parotideos 37,5% (3/8) e pré-escapulares 25%,
resultados que diferem dos aqui observados. Acredita-se que devido ao habito alimentar
seletivo e mais diversificado dos caprinos, como por plantas arbustivas, torne o caprino mais
susceptiveis a lesdes superficiais em pele abrindo porta de entrada para microrganismos e
acometendo linfonodos superficiais como o pré-escapular por ser um dos mais expostos.

Estudos realizados por Sa. (2012a), avaliando a incidéncia da linfadenite caseosa em
caprinos e ovinos na regido do Vale do S&o Francisco notaram que as principais lesdes
observadas estavam em linfonodos pré-escapulares (54,10%). Ja Rizzo et al. (2017)
identificaram que o pré-escapular foi mais acometido,seguido do submandibular, retromamario
e pré-crural. Em exame post mortem de ovinos abatidos na Paraiba; Souza et al. (2011a),
também evidenciaram uma maior ocorréncia de linfonodos pré-escapulares com 36,19%,
estando também de acordo com o trabalho de Freitas et al., (2012) em rebanho de caprinos
do estado de Sergipe.

Na Tabela 4, é possivel observar a prevaléncia de caprinos com lesdes abscedativas nos
linfonodos superficiais sugestivas de LC em cada trimestre de avaliacdo clinica realizado
durante o estudo, demonstrando que poucos animais manifestaram alteracéo clinica da doenca,
com média de 2,3% dos animais avaliados em cada trimestre apresentando formacéo de
granuloma, sendo em média 97,68% dos caprinos avaliados negativos para alteragdes clinicas
sugestivas da LC. Pode-se observar que ndo houve diferenca significativa quanto a prevaléncia

de animais com alteracdo clinica sugestiva da doenca ao longo dos periodos de estudo (Figura
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5). Dois caprinos apresentaram recidiva, onde apés cicatrizacdo da lesdo, houve formacéo de
granuloma uma segunda vez.

A avaliacdo das amostras de soro dos caprinos e ovinos deste estudo, foi realizada em
duplicata no teste ELISA-indireto, para identificacdo de anticorpos anti-C. pseudotubercullsis,
onde das amostras de caprinos testados em todo periodo do estudo, 6.8% (9/132) foram
positivas e 93.2% (123/132) negativas. Dos ovinos avaliados foi observado que 14.2%
(109/127) das amostras em todo o estudo foram positivas, e 85.8% (109/127) ndo apresentaram
anticorpos anti- C. pseudotubercullsis, sendo considerados negativos.

Na tabela 5 pode-se observar o comportamento perioddico dos resultados sorologicos dos
caprinos no teste ELISA-indireto, no qual nos trés primeiros trimestres do estudo ndo foi
identificado nenhum caprino positivo para o agente da LC, gerando uma média de 1,15% de
amostras positivas durante os 12 meses do estudo, sendo que sé a partir da quarta e quinta
colheita das amostras, foram identificados animais positivos para anticorpos anti-
C.pseudotubercullsis, verificando-se 3.25% (5/154) e 2.5% (4/160) respectivamente, dados
estes que também podem ser observados na Figura 6.

Tabela 4 — Prevaléncia clinica da Linfadenite Caseosa em caprinos em cada trimestre

Ordem de coleta Positivo Prevaléncia % Negativo  Prevaléncia %
Nov. 2018 5/125 4% AaA 120/125 96% B aA
Fev. 2019 1/152 0,60 AaA 151/152 99,3% BaA
Maio 2019 3/125 24% AaA 122/125 97,6% BaA
Ago. 2019 4/154 2,6% AaA 150/154 97,4% BaA
Nov.2019 3/160 19%AaA 157/160 98,1% BaA

Média 2,3% A 97,68% B

Tabela 5 — Prevaléncia da Linfadenite Caseosa em caprinos pelo ELISA-indireto em cada

trimestre.
Ordem de colheita Positivo  Prevaléncia % Negativo Prevaléncia %
Nov. 2018 0/89 0% Aab A 89/89 100% Ba A

Fev. 2019 0/152 0% AbA 152/152 100% Ba A
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Maio 2019 0/108 0% Aab A 108/108 100% B a A

Ago. 2019 5/154 3,25% AaA 149/154 96,7% B b A

Nov.2019 4/160 2,5%AaA 156/160 97,5% Bab A
Média 1,15% A 98,84% B

Letras maiusculas iguais na linha, na cor preta, ndo indicam diferencas significativas entre positivo e negativo pelo
teste z para diferenca entre proporg¢des (p>0,05)

Letras mindsculas iguais na coluna, na cor preta, ndo indicam diferencas significativas entre os trimestres dentro
de resultados clinicos e dentro de ELISA pelo teste z para diferenca entre proporgdes (p>0,05)

Letras maiusculas iguais, na cor azul, entre as colunas ndo indicam diferencas significativas entre resultado clinico
e Elisa para cada trimestre pelo teste z para diferenca entre proporc¢des (p>0,05)

Letras maidsculas iguais na cor vermelha, ndo indicam diferencas significativas entre as médias, pelo teste de
Man- Whitney (p>0,05).

Correlacionando os resultados clinicos com os soroldgicos de caprinos, pode-se
observar que nos trés primeiros trimestres foram identificados animais positivos na avaliacdo
clinica, quando estes apresentavam formacdo de granulomas em linfonodos superficiais.
Contudo no teste ELISA-indireto realizado com amostras deste mesmo trimestre, nao
apresentaram amostras positivas para C. pseudotuberculosis. Isto pode se justificar devido a
dois fatores, sendo eles, o tipo de resposta imune gerada pelo animal durante a infecgédo e, a
possibilidade de outros patdgenos envolvidos, sendo responsaveis pela formacao de granuloma
em linfonodos nos animais nestes periodos. De acordo com Batey (1986), Vale et al. (2003) e
Meyer et al. (2005), apesar do hospedeiro ter uma resposta imune adaptativa do tipo humoral
de grande intensidade frente a infeccdo por C. pseudotuberculosis, este tipo de resposta ndo €
capaz de debelar este agente atuando de forma isolada. Devido sua caracteristica de ser uma
bactéria intracelular facultativa, ao invadir e sobreviver dentro da célula, este agente acaba
escapando da resposta humoral mediada por anticorpos, com isso a principal forma de defesa
do organismo frente a este patdgeno é por meio resposta mediada por células, sendo esta a
principal e mais prevalente resposta imune gerada pelo hospedeiro.

Deste modo, com base nos resultados obtidos neste estudo, os animais das amostras

colhidas nos primeiros trimestres para sorologia, e que apresentavam alteracéo clinica de LC,
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possivelmente poderiam estar manifestando uma resposta celular mais prevalente, e uma
resposta humoral de baixa intensidade ndo sendo suficiente para atingir niveis de anticorpos
séricos anti- C. pseudotuberculosis para alcancar o ponto de corte de 0,248 DO no teste ELISA-
indireto e ser considerada uma amostras positiva para LC. Ainda outra possibilidade para
justificar tais achados é o fato de que, existem outros tipos de bactérias capazes de causar
granulomas em pequenos ruminantes como Arconobacterium pyogenes, Staphylococcus aureus
subsp. anaerobius, Actinobacillus licheniformis e Pasteurella multocida, devendo ser realizado
o isolamento e identificacdo do agente presente nos granulomas para o diagndstico diferencial
de LC (PEKLDER, et al.,2000). Estes achados também podem ser comprovados no trabalho
realizado por Silva et al. (2018b), no qual foram colhidas 153 amostras de granulomas em
linfonodos e visceras de 1148 caprinos e ovinos abatidos, e isolado das amostras
Corynebacterium pseudotuberculosis em 33,33%, Escherichia coli (19,61%), Proteus mirabilis
(9,80%), Pseudomonas aeruginosa (7,19%), Trueperella pyogenes (5,22%), Streptococcusspp.
(5,22%) e Staphylococcus aureus (4,57%), demonstrando que o C. pseudotuberculosis ndo é o
unico causador de granulomas em pequenos ruminantes.

Frente a estes estudos, pode-se afirmar que 0s animais que se apresentaram sintomaticos
para LC, mas que foram negativos para sorologia, possivelmente os granulomas podem ter sido
formados em decorréncia da infec¢cdo de outras espécies de bactérias, desta forma ndo gerando
anticorpos especificos para C. pseudotuberculosis, consequentemente nao gerando resultados
positivos na sorologia das amostras colhidas destes animais, bem como pode ter havido uma
maior predominancia da resposta celular, e baixa da resposta humoral dos animais no momento
da colheita das amostras nos periodos em questdo (Tabela 6). Nas amostras colhidas de
granulomas para realizacdo de isolamento e cultura, foram isolados e identificados o C.

pseudotuberculosis, confirmando a presenca do agente da LC no rebanho.
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Tabela 6 — Relacdo de animais sintomaticos, soropositivos e soronegativos no teste ELISA-

indireto
Espécie Sintomaticos e soropositivo Sintomaticos e soronegativo Total
Caprinos 2 12 14
Ovinos 2 10 12
Total 4 22 26
¥* =0,03 e p>0,05
Chi2:  0,028139 p (no assoc.):  0,86678

Avaliando os resultados dos exames clinicos dos ovinos, em cada uma das 5 avaliacfes
clinicas trimestrais realizadas, observou-se a presenca de animais sintomaticos para LC, com
uma média de 2,5% de ovinos sintomaticos em cada trimestre, e a mesma média foi observada
nos resultados sorologicos sendo também 2,5% de animais soropositivos no ELISA-indireto
em cada trimestre, ressaltando na manifestacdo clinica, dois animais reincidiram duas vezes e
um animal reincidiu uma vez (Tabelas 7 e 8). Houveram cinco recidivas de formacdo de
granuloma em linfonodos que ja tinha cicatrizado, sendo que dois animais reincidiram duas
vezes, e um animal reincidiu uma vez.

Nos resultados soroldgicos observados no teste ELISA-indireto dos ovinos, houveram
animais positivos em quase todas avaliaces trimestrais, com exce¢do da primeira colheita na
gual nenhum animal apresentou resultado positivo para anticorpos anti-C.pseudotubercullsis,
com uma ocorréncia muito baixa de animais soropositivos, que ao correlacionar com 0s
resultados clinicos com os sorolégicos dos ovinos, podemos afirmar que possivelmente a ndo
observacao de casos positivos no ELISA-indireto no primeiro trimestre, mesmo havendo casos
de animais sintomaticos neste mesmo trimestre, pode se justificar também pelo o tipo de
resposta imune expressada pelo animal no periodo da colheita da amostra, como também pela
espécie de bactéria que pode estar envolvida sendo responsavel pela formagdo dos granulomas,
resultando em resultados soronegativos de animais sintomaticos (Figuras 7 e 8), como também

foi descrito nos achados de caprinos do presente trabalho.
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Tabela 7 — Prevaléncia clinica da Linfadenite Caseosa em ovinos em cada trimestre.

Ordem de coleta Positivo Prevaléncia%  Negativo %
Nov. 2018 2/120 16% AaA 118/120 98,% BaA
Fev. 2019 3/131 23% AaA 128/131 97,7% B aA
Maio 2019 3/120 25% AaA 117/120 97,5% BaA
Ago. 2019 3/150 2% AaA 147/150 98% BaA
Nov. 2019 6/153 39% AaA 147/153 96,1% Ba A
Média 2,5% A 97,52 B

Tabela 8 — Prevaléncia da Linfadenite Caseosa em ovinos pelo ELISA-indireto em cada

trimestre.

Ordem de coleta Positivo Prevaléncia % Negativo Prevaléncia %
Nov. 2018 0/108 0% AaA 0/108 100% B a A
Fev. 2019 4/131 3% A ab A 127/131 96,9% B ab A
Maio 2019 1/96 1% Aab A 95/96 98,9% B ab A
Ago. 2019 9/150 6% Aab A 141/150 94%% B ab A
Nov. 2019 4/153 26%AbA 149/153 97,4%BbA

Média 2,52% A 97,44 B

Letras maiusculas iguais na linha, na cor preta, ndo indicam diferencas significativas entre positivo e negativo pelo
teste z para diferenca entre proporgdes (p>0,05)

Letras minusculas iguais na coluna, na cor preta, ndo indicam diferencas significativas entre os trimestres dentro
de resultados clinicos e dentro de ELISA pelo teste z para diferenca entre proporcdes (p>0,05)

Letras maiUsculas iguais, na cor azul, entre as colunas ndo indicam diferencas significativas entre resultado clinico
e Elisa para cada trimestre pelo teste z para diferenga entre proporcées (p>0,05)

Letras mailsculas iguais na cor vermelha, ndo indicam diferencas significativas entre as médias, pelo teste de
Man- Whitney (p>0,05).

Fernandes (2020) avaliou a soroprevaléncia de caprinos oriundos de um abatedouro na
cidade de Mossor6-RN, onde O ELISA-indireto foi capaz de detectar um equivalente a 13,3 %
(20/150) de animais positivos. Nascimento (2012) em estudo realizado utilizando a técnica de
ELISA-indireto para diagnostico de C. pseudotuberculosis em rebanho ovino do Estado da
Bahia, obteve uma prevaléncia de 22,1% dos animais acometidos. Ambos o0s estudos
apresentaram uma prevaléncia maior de LC do que a encontrada no presente estudo.

Em um estudo realizado por Alves (2020), avaliando a prevaléncia da LC em pequenos

ruminantes comercializados em feira de animais vivos no semiarido nordestino brasileiro,
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foram coletadas amostras de 233 caprinos e realizado diagnostico por meio da técnica de
ELISA-indireto, identificando 87 (37,34%; IC 95% = 31,38 — 43,71%) caprinos sororeativos
para C. pseudotuberculosis. Ainda neste mesmo trabalho, foi determinada a soroprevaléncia da
infeccdo por C. pseudotuberculosis em ovinos da técnica de ELISA-indireto, onde foram
coletadas amostras de 2.638 ovinos provenientes de 223 propriedades de cinco estados (Ceara,
Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte, e Sergipe). Dos 2.638 ovinos testados, 996 (37,76%; IC
95% = 35,93 — 39,62%) foram sororeativos. Estes estudos demonstram uma maior prevaléncia
da doenca tanto em caprinos como ovinos em comparagdo ao presente estudo.

No presente trabalho é possivel observar que houve uma maior prevaléncia da média de
ovinos positivos no teste ELISA-indireto sendo de 14,2% (18/127), em comparacdo aos
resultados de caprinos que apresentaram média de 6,8% (9/132) de animais soropositivos
(Tabela 9). Estes resultados diferem dos achados no trabalho de Amorim (2017), no qual foi-se
observado uma discreta soroprevaléncia em caprinos (46,7%) maior do que nos ovinos (43,5%)
estudados.

Tabela 9 — Prevaléncia de Linfadenite Caseosa pelo ELISA-indireto em caprinos e ovinos

Espécie Positivos Prevaléncia % Negativos Prevaléncia %
Caprinos (132) (9/132) 6,8% A a 123 932% B a
Ovinos (127) (18/127) 142% Aa 109 85,8% B a

Letras mailsculas iguais na linha, ndo indicam diferencas significativas entre positivo e negativo pelo teste z para
diferenca entre propor¢des (p>0,05).
Letras mindsculas iguais na coluna, ndo indicam diferencas significativas entre caprinos e ovinos pelo teste z para
diferenca entre proporc¢des (p>0,05).

N&o é possivel afirmar, de acordo com a analise estatistica, que existe associac¢do entre
animais sintomaticos soropositivos e, sintomatico soronegativo, com a prevaléncia em caprinos
e ovinos. No presente estudo foi observado que 22,22% dos caprinos soropositivos eram
sintomaticos e, 77,77% eram soropositivos assintomaticos, havendo uma maior prevaléncia de
animais soropositivos assintomaticos do que soroposivitvos sintomaticos, demonstrando que a

doenga esta presente no rebanho de forma subclinica. Mediante avaliagdo estatistica, ndo
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podemos afirmar, pelo teste qui quadrado, que existe associacdo entre testes positivos
sintomaticos e assintomaticos com a prevaléncia clinica de LC em caprinos e ovinos (Tabela
10).

Tabela 10 — Relacdo de animais soropositivos no teste ELISA-indireto, sintomaticos e
assintomaticos

Espécie Soropositivo sintomatico  Soropositivo assintomatico Total
Caprinos 2 7 9
Ovinos 2 16 18
Total 4 23 27
¥? =0,59 e p>0,05
Chi2: 0,58696 p (no assoc.): 0,4436
CONCLUSAO

A evidencia de animais soropositivos para Linfadenite caseosa pelo ELISA-indireto e
que ndo apresentaram alteracdo clinica demonstram a importancia de um exame fisico
minucioso dos linfonodos superficiais em conjunto com um exame soroldgico padronizado
como medida mais adequada para controle desta importante enfermidade. Comprova-se,
portanto, que para Linfadenite caseosa, a clinica isoladamente néo € suficiente para o diagnéstico
preciso da infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis, sendo necessario assim o

emprego de técnicas laboratoriais como o ELISA-indireto, o isolamento e a cultura bacteriana.

REFERENCIAS

ALVES, J. R. A. Caracterizacdo epidemiologica da Linfadenite caseosa em pequenos
ruminantes no Nordeste do Brasil. 2020. Tese (Doutorado em Ciéncia e Saude Animal) -
Universidade Federal de Campina Grande, Patos-PB, 2020.

AMORIN, J. Q.; Prevaléncia e aspectos clinicos de linfadenite caseosa em um rebanho de
caprinos e ovinos no municipio de Cruz das Almas-BA. 2017. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Bacharelado em Medicina Veterinaria) - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia,
Cruz das Almas, 2017.



58

ANDRADE, J. S. L et al. Ocorréncia e fatores de risco associados a infeccdo por
Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos e ovinos do seminario paraibano. Animais
de Producdo. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 32, n. 2, p. 116-120, 2012.

ASSIS, A. C. O. et al. Enfermidades de ovinos diagnosticadas no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Campina Grande. In: VI Congresso Nordestino de Producdo Animal,
2010, Anais [...], Mossoro- RN, 2010.

BATEY, R. G. Aspects of pathogenesis in a mouse model of infection by Corynebacterium
pseudotuberculosis. Australian Veterinary Journal, v. 64, n. 3, p. 237-249, 1986.

CARMINATI, R. et al. Determinagédo da sensibilidade e da especificidade de um teste ELISA
indireto para o diagndéstico de linfadenite caseosa em caprinos. Revista de Ciéncias Médicas
e Bioldgicas, v. 2, n. 1, p. 88-93, 2003.

CONSTABLE, P. D. et al. Veterinary Medicine: A textbook of the Diseases of Cattle, Horses,
sheep, Pigs, and goats. Elsevier Health Sciences, 2016. 2278p.

FERNANDES, M. C. R. et al. Soroprevaléncia da linfadenite caseosa em caprinos (Capra
hircus) oriundos de um abatedouro do municipio de Mossord, Rio Grande do Norte. In: XXV
Seminario de Iniciagdo Cientifica da Ufersa, 2019, Mossord, Anais [...], Mossoro - RN, 2019.

FERREIRA NETO, J. V. F. et al. Prevaléncia da linfadenite caseosa em ovinos e caprinos de
municipios do estado do amazonas e susceptibilidade in vitro de corynebacterium
pseudotuberculosis aos antimicrobianos. Veterinaria e Zootecnia, v. 27, p. 1-10, 2020.

FLEISS, J. L. et al. Statistical Methods for Rates and Proportions, 3ed. Nova Jersey: Wiley-
Interscience, 2003. 800p.

FREITAS, L. M. D. et al. Incidéncia de Linfadenite Caseosa em Ovinos, da raca Santa Inés, na
Fazenda Formosa, em Nossa Senhora das Dores, municipio de Sergipe. In: CONGRESSO
NORDESTINO DE PRODUCAO ANIMAL, 6., 2011, Mossord, Anais [...]. Mossor6-RN,
2011.

GERELLLI, A. et al. Estudo retrospectivo de casos de linfadenite caseosa diagnosticados pelo
laboratério de patologia veterinaria no periodo de 2012 a 2017. Anais do Congresso Nacional
de Medicina Veterinaria FAG, Parana, v. 2, n. 1, 2018.

GUIMARAES, A.S. et al. Caseous lymphadenitis in sheep flocks of the state of Minas Gerais,
Brazil: Prevalence and management surveys. Small Ruminant Research, v. 87, n. 1-3, p. 86-
91, 20009.

KONEMAN, E. W. et al. Diagndstico microbioldgico: texto e atlas colorido. 6. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2008. 1760p.

MARTINS, G. de A. Estatistica geral e aplicada. Sdo Paulo: Atlas 2006.



59

MEYER, R. et al. In vitro IFN-gamma production by goat blood cells after stimulation with
somatic and secreted Corynebacterium pseudotuberculosis antigens. Veterinary immunology
and immunopathology, v. 107, n. 3-4, p. 249-254, 2005.

MONTEIRO, M. G. et al. Diagnostico da cadeia produtiva de caprinos e ovinos no Brasil. Texto
para Discussdo, Brasilia-DF: Instituto de Pesquisa Econémica Aplicada (IPEA), n. 2660,
2021.

NASCIMENTO, D. L. Soroepidemiologia da Linfadenite Caseosa, Doenca da Lingua Azul
e Doenca de Maedi-Visna em Ovinos de Raca Definida no Estado da Bahia, e Correlacdes
Com Aspectos Zootécnicos. 2012. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria Tropical)
- Universidade Federal da Bahia, Salvador-BA, 2012.

O’REILLY, K. M. et al. Parameter estimation and simulations of a mathematical model of
Corynebacterium pseudotuberculosis transmission in sheep. Preventive Veterinary Medicine,
v. 83, n. 3-4, p. 242-259, 2008.

PEKELDER, J. J. 2000. Diseases of Sheep: Caseous lymphadenitis. 3. ed., lowa: Blackwell
Publishing, p. 270-274, 2000. [275] p.

PINHEIRO, D.N.S. et al. Serum epidemiological survey and risk factors investigation for
lentivirus in goats from Sisal Region, Bahia, Brazil. Arquivos do Instituto Bioldgico, v. 85,
2018.

QUINN, P. J. et al. Microbiologia Veterinaria e Doencas Infecciosas. Porto Alegre:
Artemed, 2007. 513p.

RADOSTITS, O. M. et al. A textbook of the diseases of cattle, horses, sheep, pigs and
goats. Veterinary medicine, v. 10, 2006. 9319p.

RIZZO, H. et al. Avaliacéo clinica de linfonodos superficiais de pequenos ruminantes criados
no estado de Sergipe, Brasil. Medicina Veterinaria (UFRPE), Patos-PB, v. 11, n. 1, p. 18-28,
2017.

SA, M. C. A. Incidéncia de linfadenite caseosa em caprinos e ovinos vivos e abatidos no
Vale do S&o Francisco. 2012. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia animal) — Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco, Petrolina-PE, 2012a.

SILVA, R. M. M. et al. Nem todo abscesso em pequenos ruminantes € causado por
Corynebacterium pseudotuberculosis. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 38, n. 10, p. 1902-
1908, 2018.

SISSON, S. et al. Anatomia dos animais domésticos. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1986. 2052p.

SOUZA, A. M. S. etal. Ocorréncia de cicatrizes e abscessos causados pela Linfadenite caseosa
em caprinos do rebanho da Embrapa Semiarido. In: JORNADA DE INICIACAO CIENTIFICA
DA EMBRAPA SEMIARIDO, 9., 2014, Petrolina. Anais [...] Embrapa Semiarido, p. 325-330,
2014b.



60

SOUZA, M. F. et al. Linfadenite caseosa em ovinos deslanados abatidos em um frigorifico da
Paraiba. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 31, p. 224-230, 2011a.

VALE, V. et al. Conhecimento de antigenos por anticorpos de caprinos naturalmente infectados
ou imunizados contra Corynebacterium pseudotuberculosis. Revista de Ciéncias Médicas e
Biologicas, v. 2, n. 2, p. 192-200, 2003.

ZERBINATI, J. et al. Producéo e padronizacdo de um antigeno para um teste ELISA indireto
no diagnostico da linfadenite caseosa em soros caprinos. Revista Académica Ciéncia Animal,
v. 5, n. 3, p. 285-293, 2007.



61

4 CONSIDERACOES FINAIS

A evidéncia de animais soropositivos para Linfadenite caseosa pelo ELISA-
indireto e que ndo apresentaram alteracdo clinica demonstram a importancia de um
exame fisico minucioso dos linfonodos superficiais em conjunto com um exame
sorolégico padronizado como medida mais adequada para controle desta importante

enfermidade.

Comprova-se, portanto, que para Linfadenite caseosa, a clinica isoladamente
nao é suficiente para o diagndstico preciso da infeccdo por Corynebacterium
pseudotuberculosis, sendo necessario assim o emprego de técnicas laboratoriais

como o ELISA-indireto, o isolamento e a cultura bacteriana.

Apesar da baixa prevaléncia clinica e soroldgica da LC constatada na
propriedade estudada, este trabalho demonstra que a LC ainda continua presente nos
rebanhos de caprinos e ovinos da regido. A relevancia do presente estudo consiste
em ser o pioneiro nesse tipo de investigacao soroepidemioldgica na regido do Sisal-
BA, o qual fornecera subsidios para o planejamento e realizacdo de estudos de
prevaléncia e adocdo de estratégias para o controle da Linfadenite Caseosa no

estado.
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