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RESUMO: Objetivou-se com este estudo comparar genotipicamente amostras de
Corynebacterium pseudotuberculosis recuperadas do conteudo de abscessos de
caprinos e ovinos com linfadenite caseosa procedentes do Sertdo de Pernambuco,
Brasil. Utilizou-se a técnica de fingerprint RFLP-PCR aplicadas aos genes rpoB e
Pld. Os genes foram tratados com Hpy-Ch 4 e Msp I e Pstl e Msp I,
respectivamente.Os perfis de restricao observados foram semelhantes entre todas as
amostras para os dois genes estudados. Avaliou-se o perfil de sensibilidade in vitro
frente a 14 antimicrobianos. Inicialmente o conteudo dos abscessos foi cultivado em
agar-sangue e as colonias isoladas foram identificadas pelo kit de identificagdo
bioquimico API-Coryne (Bio-Merieux — Franga), sendo selecionadas as amostras
Gram-positivas e nitrato-negativas, classificadas como C. pseudotuberculosis. Para a
realizagdo dos antibiogramas, utilizou-se a técnica de difusdo em discos. A
sensibilidade aos antimicrobianos demonstram que 96,8% das amostras foram
sensiveis ao cloranfenicol e ciprofloxacina; 93,5% a norfloxacina e cefazolina; 90,3%
a amoxicilina e tetraciclina; 87,1% a sulfa-trimetoprim; 83,9% a orbifloxacina; 77,4%
a ampicilina, lincomicina e penicilina; 32% a gentamicina; 12,9% a novobiocina e
9,7% a neomicina. Quanto a resisténcia, 87,1% das amostras foram resistentes a
novobiocina; 80,6% a neomicina; 41,9% a gentamicina; 19,3% a lincomicina; 16,1%
a ampicilina, orbifloxacina e penicilina; 12,9% a sulfa-trimetoprim; 6,4% a
cefazolina, norfloxacina e amoxicilina e 3,2% a ciprofloxacina, cloranfenicol e
tetraciclina. Com excecdo de uma amostra todas as demais apresentaram algum grau
de resisténcia multipla, sendo que 16% delas foram multirresistentes a
aproximadamente 50% dos antimicrobianos testados. Concluiu-se que apesar de
existir uma variacao fenotipica entre as amostras analisadas que pode estar associada
a um ou mais genes de resisténcia, os resultados da genotipagem demonstram nao
haver qualquer diferenca nos padrdes de fragmentos de bandas entre as amostras para
os genes pld e rpoB, independente da origem da espécie hospedeira ou da area
geografica, indicando um padrao genotipico homogéneo de infec¢io na regido

estudada.



ABSTRACT: The main purpose of this study was to compare genotypically samples
of Corynebacterium pseudotuberculosis obtained from the abscesses of sheep and
goats diagnosed with caseous lymphadenitis proceeding from the semi-arid region of
Pernambuco, Brazil. The RFLP-PCR technique was used to fingerprint the genes
rpoB and pld, with the restriction enzymes Hpy-Ch4 and Mspl; and Pstl and Mspl
applied, respectively. The banding pattern observed through eletrophoreses was
similar in all samples for both genes studied, independently of the restriction enzyme
utilized. The in vitro sensitivity profile was also analyzed by testing the samples with
14 different antimicrobials. Initially, the contents of the abscesses were cultivated in
blood-agar and the isolated colonies obtained were identified using the API-Coryne
biochemical identification kit (Bio-Merieux, France), and selecting Gram-positive
and nitrate-negative samples, which were classified as Corynebacterium
pseudotuberculosis. The disk diffusion technique was used to perform antibiograms
and the results showed that 96.8% of the samples were sensitive to chloramphenicol
and ciprofloxacin; 93.5% were sensitive to norfloxacin and cefazolin; 90.3% to
amoxicillin and tetracycline; 87.1% to sulfa-trimethoprim; 83.9% to orbifloxacin;
77.4% to ampicillin, lincomycin and penicillin; 32% to gentamicin; 12.9% to
novobiocin and 9.7% to neomycin. It was also noted that 87.1% of the samples were
resistant to novobiocin; 80.6% to neomycin; 41.9% to gentamicin; 19.3% to
lincomycin; 16.1% to ampicillin, orbifloxacin and penicillin; 12.9% to sulfa-
trimethoprim; 6.4% to cefazolin, norfloxacin and amoxicillin, and 3.2% to
ciprofloxacin, chloramphenicol and tetracycline. For all samples, with the exception
of one, was found some degree of multiple resistances with 16% of them being multi-
resistant to approximately 50% of the antimicrobial drugs tested. Based on those
results, it is possible to conclude that there is a phenotypic variation among the
samples analyzed, which could be associated to one or more resistance genes. The
genotypic results did not demonstrate any difference on the band fragmentation
pattern among the samples when analyzing the genes pld and rpoB, regardless of the
host species origin or geographic area, indicating a homogeneous genotypic profile of

the infection in the region of study.
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ovinos e 9.542.910 caprinos. O Estado de Pernambuco destaca-se nessas pecudrias
com rebanhos estimados em 2004 em 1.533.132 caprinos e 943.068 ovinos (IBGE,
20006).

Segundo Ellis (1996), na maioria dos paises que possuem regides de clima
arido e/ou semi-arido, a exploragdo da caprino-ovinocultura tem grande importancia
econdmico-social, estando os criadores envolvidos com mais de um aspecto produtivo
como carne, pele, leite e genética. No Brasil a pecudria de pequenos ruminantes ¢
caracterizada como uma exploracdo multifuncional e de baixa utilizagdo tecnoldgica
(WANDER, 2003).

Apesar da caprino-ovinocultura brasileira apresentar potencial de produgao
capaz de atender ao mercado interno e externo e da demanda por produtos
diferenciados de carne e couro de qualidade superior aumentar a cada ano, o potencial
de exploracao depende de esfor¢os em pesquisa e desenvolvimento que tornem os
empreendimentos relacionados economicamente sustentaveis (BRASIL, 2007).

Dados da FAO (2003), citado por Simplicio et al. (2003), mostram
indicadores de produtividade no segmento de carnes de caprinos e ovinos no Brasil
abaixo da média mundial. Dessa forma, o Brasil participava com 1,32% do rebanho
mundial que era de 743.374.353 caprinos em 2002. O abate mundial naquele ano foi
de 2.500.000, ou seja, 0,77% do total abatido no mundo que foi de 323.442.174
caprinos. Portanto, o Brasil alcan¢ava em torno de 25,51% de taxa de desfrute,
encontrando-se bem aquém da taxa mundial que, em 2002, foi de 43,51%.

Os dados em relacao a ovinocultura nao sao muito diferentes. Pois, com um
rebanho de 15 milhdes de cabegas, a participacdo do Brasil no efetivo mundial era,
em 2002, de apenas 1,45%. Com um abate total de 4.500.000 animais, a taxa de
desfrute na ovinocultura era de apenas 30%, contra uma taxa mundial para aquele ano
de 47,31% (FAO, 2003 apud SIMPLICIO et al., 2003, p. 11).

Dados um pouco mais antigos, referentes a 1992, mostram que foram abatidos
1.639 mil caprinos e 1.196 mil ovinos na regiao Nordeste do Brasil. A producao de
pele de caprinos e ovinos deslanados no Nordeste, em 2000, foi de seis milhdes de
unidades. Ja a de ovinos lanados foi de 1,3 milhdao de unidades. Entretanto, os nove
matadouros-frigorificos especializados em pequenos ruminantes no Nordeste
possuem capacidade total para abate de 31.550 animais/dia; enquanto que a
capacidade instalada dos curtumes nesta regido ¢ capaz de processar 12,2 milhdes de

peles/ano (BRASIL, 2007).



O Brasil vem observando nos ultimos anos um interesse crescente por parte
dos pecuaristas, de praticamente todas as regides em investir na pecuaria de pequenos
ruminantes, mas havendo ainda a necessidade de uma melhor estruturag¢ao na cadeia
produtiva, principalmente na implementacao de técnicas de agregacao de valor aos
seus produtos (EMBRAPA, 2006).

Estes dados demonstram claramente a distancia existente entre o grande
potencial mercadologico e a realidade produtiva. Dentre os varios fatores que
concorrem para a baixa produtividade destaca-se a sanidade dos rebanhos, incluindo
fatores de grande impacto como verminoses, desequilibrios nutricionais e doengas
infecto-contagiosas (RIBEIRO, 1998).

Das enfermidades infecto-contagiosas, a linfadenite-caseosa (LC) assumi
grande importancia do ponto de vista de perdas econdmicas, pois devido ao seu
carater insidioso, tem sido apontada como um sério problema para um melhor
rendimento da cadeia produtiva dos pequenos ruminantes (ALVES e PINHEIRO,
2000).

A LC tem como agente a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis que é
um difterdide tipico, bastante resistente ao ambiente, principalmente naqueles ricos
em matéria organica. Sendo facilmente transmitido entre a populacdo, costuma
apresentar indices de prevaléncia altos e constantes (LANGENEGGER e
LANGENEGGER, 1991; MOLLER et al., 2000).

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ uma espécie disseminada em varias
regides do mundo, sendo capaz de infectar inimeras espécies domésticas além de
ovinos e caprinos (AFZAL et al., 1996; ALEMAN et al., 1996; YERUHAM et al.,
1996; BRAVERMAN et al., 1999; SELIM, 2001; ANDERSON et al., 2004).
Independente do hospedeiro, C. pseudotuberculosis causa quadros clinicos que
variam de emagrecimento progressivo ao aborto, podendo levar o animal a ébito. Em
todos os casos ha formagao de abscessos caseosos, principalmente em linfonodos
regionais, mas também em 6rgaos internos assim como no tecido subcutineo
(RENSHAW et al., 1979; PANTON et al., 1988; MOLLER et al., 2000).

O controle da LC tem sido realizado por meio da associagao de técnicas de
manejo como separagao no rebanho dos animais clinicamente suspeitos, drenagem
e/ou excisdo dos abscessos, vacinagdo e identificagdo microbioldgica e soroldgica,
tanto dos animais com sintomatologia clinica como e, principalmente, dos animais

sem sintomas aparentes (BROWN et al., 1986; MENZIES e MUCKLE, 1989;



PANTON et al., 1994).

O tratamento com antibidticos ndo parece ter resultados satisfatorios, seja
pelas caracteristicas das lesdes que dificultam o acesso dos medicamentos in Vivo ao
foco da infeccdo, seja pelas caracteristicas do agente como a produgdo de biofilme ou
a capacidade em causar infec¢ao intracelular, restringindo a agdo de muitas dessas
drogas (AUGUSTINE e RENSHAW, 1982 apud JOHNSON et al., 1993b; OLSON et
al. 2002). No entanto, C. pseudotuberculosis, apesar de raro, pode causar infecgdes
com sintomas semelhantes também no ser humano (PEEL et al., 1997). Esta
caracteristica de zoonose associada a necessidade de maiores conhecimentos
fenotipicos e genotipicos, justifica a obteng¢ao de dados sobre o perfil de sensibilidade
antimicrobiana de C. pseudotuberculosis. O conhecimento da existéncia ou ndo de
variagdes genéticas entre amostras de uma regido endémica ¢ um dos primeiros
passos na compreensao do comportamento epidemioldgico desse agente.

O aprofundamento do conhecimento da epidemiologia molecular de C.
pseudotuberculosis devera contribuir positivamente para futuras a¢des de diagnostico,

controle, imunoprofilaxia e talvez, até a erradicacao da LC.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar genotipicamente isolados de Corynebacterium pseudotuberculosis

de caprinos e ovinos provenientes do Sertdo pernambucano e avaliar o perfil

de sensibilidade antimicrobiana desses isolados.

2.2 Especificos

1

Isolar amostras de Corynebacterium spp de abscessos superficiais de
caprinos e ovinos provenientes do Sertdo pernambucano;

Identificar, dentre as amostras, os isolados pertencentes a espécie C.
pseudotuberculosis pelo teste bioquimico APIcoryne (BioMerieux-
Franga);

Comparar genotipicamente os isolados de C. pseudotuberculosis por
RFLP-PCR, utilizando o gene de viruléncia pld ¢ o gene da subunidade 3
da RNA polimerase, rpoB;

Avaliar o perfil de sensibilidade dos isolados frente a antimicrobianos.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia

A linfadenite caseosa ¢ uma doenga infecto-contagiosa causada pela bactéria
Gram-positiva denominada Corynebacterium pseudotuberculosis, que tem como
principais hospedeiros os caprinos e ovinos. Os bovinos, bubalinos e eqiiinos também
podem se infectar naturalmente e, eventualmente, o homem também pode
desenvolver lesdo por esta bactéria (ALEMAN et al., 1996; PEEL et al., 1997;
COSTA et al., 1998; SELIM, 2001).

A célula de Corynebacterium freqiientemente tem uma terminagao dilatada o
que confere uma aparéncia em forma de clava (dai o nome do género: koryne -
palavra grega que significa “clava”). Entretanto, algumas corinebactérias sao
pleomorficas e formam elementos cocdides durante o crescimento. C.
pseudotuberculosis ¢ um difterdide tipico, podendo variar de cocoides a filamentosos,
e ndo apresentando capsula. A parede celular ¢ tipica de uma corinebactéria, com
elevada concentracao de lipidios, que torna as células hidrofobicas contribuindo para
a sua sobrevivéncia dentro de fagdcitos e sua leucotoxicidade (BIBERSTAIN e
HIRSH, 2003).

O comportamento bioquimico de C. pseudotuberculosis varia de acordo com
as amostras isoladas no que se refere a capacidade de metabolizar, entre outras
substancias, uréia, nitrato, agticares como dextrose ¢ manose, ¢ alcoois, como manitol
e sorbitol. Este parametro ¢ utilizado nas pesquisas que visam conhecer as
caracteristicas moleculares dos diferentes isolados (COSTA et al., 1998; CONNOR et
al., 2000).

Até o momento foram reconhecidos dois biovares que se diferenciam pela
capacidade ou ndo em reduzir nitrato: o biovar equi que ¢ nitrato positivo em sua
maioria absoluta e o biovar 0vis que € nitrato-negativo (SONGER et al., 1988).

Apesar de Biberstain et al. (1971) terem defendido que C. pseudotuberculosis
redutores de nitrato (nitrato-positivo) sdo isolados de eqiiinos e bovinos e os nao-
redutores (nitrato-negativo) isolados apenas de ovinos, caprinos € bovinos, os
trabalhos realizados posteriormente por Costa et al. (1998) e Connor et al. (2000),
demonstraram que existem biovares equi incapazes de reduzirem o nitrato. Entretanto,

¢ importante frisar que o trabalho de ribotipagem desenvolvido por Costa et al.



(1998), coloca o isolado negativo de eqiiino idéntico a todos os isolados positivos da
mesma espécie, mas diferente dos isolados negativos de caprinos e ovinos, o que
mantém o reconhecimento de dois biotipos, demonstrando, por ribotipagem, a
existéncia de variantes dentro do biotipo eqiiino.

Uma caracteristica de C. pseudotuberculosis ¢ a tendéncia a crescer formando
peliculas em caldo, o que dificulta a suspensdo em meio liquido, devido a formacao
de grumos macroscopicos pela presenca de lipidios em sua superficie. Esta
caracteristica pode ser superada pela utilizacdo de detergente como o tween 80 nos
meios de cultura. A partir dessa informacgao foi desenvolvido um meio liquido
denominado caldo nutriente twee 80 (NTB) que foi capaz de permitir a obtengao de
c¢lulas isoladas, melhorando significativamente os trabalhos com infec¢ao
experimental (BATEY, 1986a).

Além da multiplicagdo em caldos nutrientes como o NTB, C.
pseudotuberculosis cresce muito bem em caldo BHI (“Brain and Heart Infusion”),
agar Millér-Hinton e agar-sangue, causando alfa hemolise neste ultimo (MUCKLE et
al., 1992; COSTA et al., 1998). As colonias em 4gar-sangue crescem em 24 a 48
horas e apresentam forma regular e cor branca, havendo uma tendéncia para que toda
a colonia se destaque ao pingar parte dela com alga de platina (CONNOR et al.,
2000).

Independente do biovar, os isolados de C. pseudotuberculosis costumam ser
sensiveis a penicilinas, macrolideos, tetraciclinas, cefalospoprinas, lincomicina,
cloranfenicol, rifampicina, vancomicina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina,
clindamicina, eritromicina, cefazolina, cefalotina, gentamicina, ciprofloxacin,
rinfampina, trimethoprim/sulfametoxazole e norfloxacina. Entretanto, muitos
apresentam resisténcia aos aminoglicosideos, polimixinas, 4cido nalidixico e
cicloheximidine. O biovar 0vis apresenta resisténcia significativamente maior a esses
farmacos do que o biovar equi, ndo se observando relagao entre a sensibilidade
antimicrobiana ¢ a origem geografica dos isolados. Apesar das evidencias in vitro da
sensibilidade dos isolados, os autores destacam a necessidade de trabalhos especificos
para a melhor escolha da droga, assim como da dose correta no tratamento in vivo
(JUDSON e SONGER, 1991; LITERAK et al., 1999).

3.2. Epidemiologia



Corynebacterium pseudotuberculosis sobrevive onde ha umidade e matéria
organica em abundancia, mas ¢ rapidamente destruido pelo calor a 60°C, por
desinfetantes e detergentes (BIBERSTAIN et al., 2003).

Virios hospedeiros, além de ovinos e caprinos, como bubalinos, dromedarios,
alpacas e eqiiinos foram identificadas como susceptiveis ou albergando o agente,
tendo-se relatos de casos em bovinos, principalmente em gado leiteiro, onde causa
lesdes cutaneas, viscerais e quadros de mastite, afetando severamente a produgao
leiteira tanto na quantidade como na qualidade, além de ser um risco para a satde
publica, visto que o homem também pode se infectar (AFZAL et al., 1996; ALEMAN
et al., 1996; YERUHAM et al., 1996, BRAVERMAN et al., 1999; SELIM, 2001,
ANDERSON et al., 2004).

Em porcas clinicamente sadias foram isoladas corinebactérias do canal
cervical inicialmente classificadas como C. pseudotuberculosis. Posteriormente, estas
amostras foram classificadas como Corynebacterium semminus, sendo
filogeneticamente proximas a C. pseudotuberculosis (ZHAO et al., 1993).

Anderson et al. (2004) descreveram infecg¢ao por C. pseudotuberculosis em
cinco alpacas (Lama pacus), procedentes de criagdo comercial e que apresentavam
lesdes abscedantes do tipo caseoso em linfonodos superficiais. Afzal et al. (1996)
comprovaram por meio de infec¢do experimental e inoculagdo subcutanea na base da
orelha que os isolados de C. pseudotuberculosis sdo capazes de causar lesoes
abscedativas locais, assim como na base do pescoco de camelos.

Em equinos, C. pseudotuberculosis ¢é responsavel pela linfangite ulcerativa,
doenca caracterizada pela formagao de abscessos tanto no tecido subcutaneo como em
orgdos, além de bacteremia e aborto (ALEMAN et al., 1996; VAUGHAN et al.,
2004).

Corynebacterium pseudotuberculosis em bufalos causa a doenga do edema
cutaneo (“oedematous skin disease”), caracterizado por edema difuso com
adelgacamento da pele, normalmente nos membros e ventre com o envolvimento dos
linfonodos que drenam a regido que se tornam hipertrofiados (SELIM, 2001).

A forma de transmissdo parece variar de acordo com a espécie hospedeira e o
biovar. Dessa forma, entre grandes ruminantes e eqiiinos, além do contato com
exudatos dos abscessos, tanto direta como indiretamente, a acdo de vetores mecanicos
como moscas sdo extremamente importantes. Para os bovinos e bubalinos, a mosca

doméstica (Musca domestica) ¢ o principal vetor mecanico, podendo a bactéria



sobreviver por até 10 minutos na proboscide ap6s alimentarem-se com secre¢des ou
excrecdes contaminadas. Em cavalos, foram identificadas trés espécies de moscas
como vetores em potencial, Haematobia irritans, Stomoxys calcitrans, e M.
domestica (YERUHAM, 1996; SELIM, 2001; SPIER et al., 2004).

Corynebacterium pseudotuberculosis biovar equi ainda ndo tem seu
reservatorio esclarecido. O biovar 0vis pode ser encontrado no trato gastrointestinal
de ovinos sadios. Nestes pequenos ruminantes, a principal forma de transmissao
parece ser o contato direto entre animais susceptiveis que sofreram lesdes na pele com
animais infectados que estejam liberando a bactéria pelo rompimento de abscessos
tanto externos como internos; dessa forma, o habito de estabular os animais em
ambientes fechados, livres dos ventos e da luz ultra-violeta, animais tosquiados ou
que foram submetidos a outras intervengdes que favoregam a abertura de solugdes de
continuidade como descorna, marca¢ao com facas etc, aumentam o risco de
transmissdo. Além disso, também pode ocorrer a transmissao por aerossol de
abscessos pulmonares sobre peles de animais que tenham sofrido lesdes com solugdes
de continuidade (PATON et al., 1996; BIBERSTAIN e HIRSH, 2003).

Outro fator importante na disseminagdo dessa bactéria sdo os banhos de
imersao, principalmente apds tosquia, devido a habilidade do organismo de persistir
viavel mesmo em aguas recicladas (PANTON et al.,1996).

Segundo Alonso et al. (1992), a infec¢do cronica por C. pseudotuberculosis
pode resultar em uma transmissdo vertical e ocasionar desordens reprodutivas tais
como aborto, mortalidade neonatal ¢ reducao nas taxas de crescimento de cordeiros
infectados, além de causar a persisténcia da infec¢ao no rebanho.

A LC encontra-se atualmente disseminada em praticamente todos os
continentes, tendo sido registrada em paises como Turquia, Canada, Estados Unidos,
Australia, Dinamarca, Franga, Brasil, Nigéria entre outros (AMEH et al., 1993;
ARSENAULT et al., 2003; BATEY, 1986b; CETINKAYA et al., 2002; JOHNSON et
al., 1993; MOLLER et al., 2000).

Os trabalhos de prevaléncia com ovinos mostraram uma variacao de 36% a
53,7% de infecgdo por C. pseudotuberculosis, podendo variar de acordo com as
caracteristicas epidemiologicas e de manejo de cada regido (ARSENAULT et al.,
2003; BATEY, 1986b). No Brasil, os trabalhos de ocorréncia e prevaléncia
realizados, mostram prevaléncias entre 30 e 50% no Nordeste, e estimativa de 77%

dos rebanhos de caprinos leiteiros acometidos no Rio de Janeiro (COSTA et al., 1973;



LANGENEGGER et al., 1991).

A LC ¢ uma doenga de grande impacto econdmico, pois tem um carater
insidioso causando diminui¢do na producao de 1a e carne, principalmente em caprinos
e ovinos (PANTON et al., 1988). Em um dos trabalhos realizados sobre perdas
econdmicas, estimou-se em mais de dez milhdes de ddlares as perdas relacionadas
com custos em abatedouros australianos (PANTON et al., 1996).

Pinheiro Junior et al. (2006), em trabalho de inoculagdo experimental de C.
pseudotuberculosis na glandula mamaria de cabras, tanto por via intradérmica quanto
por via intramamaria, observaram a capacidade desse agente em causar mastite aguda
nessa espécie. Segundo Ameh et al. (1993), apesar de menos freqiiente que as
infec¢bes causadas por Staphylococcus spp, Escherichia coli entre outros agentes, C.
pseudotuberculosis pode ser o agente etiologico de pelo menos 3% dos casos de
mastite caprina.

Atualmente, os estudos epidemiologicos t€m utilizado técnicas moleculares
para classificar isolados de microrganismos, seja pela comparacao de fragmentos do
seu genoma, seja pela comparacao da seqiiéncia nucleotidica de trechos importantes
do DNA, permitindo elucidar possiveis relagcdes entre géneros, espécies, ou mesmo,
1solados. Dentre as varias técnicas moleculares, as mais utilizadas no momento sdo:
Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE); Analise por Endonucleases de
Restricdo (REA); DNA Polimérfico Randomicamente Amplificado (RAPD);
Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos de Restricdo (RFLP); RFLP em
associacdo a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), entre outras.

De um modo geral, os estudos epidemioldgicos moleculares, permitem o
aprofundamento dos estudos sobre disseminagdo de doengas infecciosas, com
abordagens que vao de um sé hospedeiro ou habitat a até todo o ecossistema mundial
(BELKUM et al., 2001; COSTA, 2002).

Trabalhos utilizando o gene do RNAr (DNAr), foram desenvolvidos para a
identificacdo e classificagdo de grupos de bactérias, entre elas o grupo das
corinebactérias (RIEGEL et al. 1995; VANEECHOUTTE, 1995; LITERAK, 1999).

Vaneechoutte et al. (1995) utilizaram o gene 16S do RNAr para comparar 50
isolados a 26 diferentes espécies do género Corynebacterium, por analise de restri¢do
do gen DNAr 16S amplificado obtiveram sucesso na diferenciagdo entre varias
espécies entre as quais, duas cepas de C. pseudotuberculosis que eram

bioquimicamente diferentes e representavam os dois biovares reconhecidos, sendo



estas muito bem diferenciadas pelos padroes da anélise de restricdo DNAr 16S. Isto
pode ser explicado devido a alta variabilidade das seqiiéncias do DNAr 16S dentro do
género Corynebacterium observada pelo grande nimero de diferentes padroes de
restrigdo que contrasta com, por exemplo, o género Staphylococcus onde o gene do
RNAr 16S ¢ altamente conservado. Entretanto, Riegel et al. (1995) concluiram que as
espécies de C. pseudotuberculosis e Corynebacterium ulcerans nao se diferenciavam
na filogenia quando comparadas suas seqiiéncias do DNAr.

A diferenciagdo filogenética entre essas duas espécies foi, no entanto, obtida
quando analisou-se seqiiéncias parciais do gene da subunidade  da RNA polimerase
(rpoB), demonstrando ser esse gene mais acurado para a identifica¢ao de espécies de
Corynebacterium do que a analise baseada no gene do RNAr 16S. Apesar de, em
casos ambiguos, os autores recomendarem o uso em conjunto dos dois testes para

uma identificag¢ao definitiva (KHAMIS et al., 2004; KHAMIS et al., 2005).

3.3. Patogenia

Ap0s a penetragdo via solugdo de continuidade, o C. pseudotuberculosis
infecta as células leucocitarias, alcancam e se localizam nos linfonodos regionais que
drenam o local da penetracdao. Os animais desenvolvem dois picos febris com valores
entre 40 e 41°C, sendo o primeiro cerca de 24h apo6s a infecgao (PI) e o segundo, um
pouco menor, cerca de 3 a 9 dias PI. A a¢do da principal exotoxina, a fosfolipase D
(PLD), provoca a hidrolise da esfingomielina dos eritrocitos e das membranas
endoteliais. Na porta de entrada provoca a formacao de abscesso caseo-purulento,
podendo atingir 6rgdos internos como pulmdes e linfonodos mediastinicos. Os
animais desenvolvem anticorpos contra a exotoxina bacteriana a partir do quinto dia
PI alcangando pico no 21° dia PI (PEPIN etal., 1991; TACHEDIJIAN et al., 1995).

A PLD, com cerca de 31,5 kDa, catalisa a dissociacdo da esfingomielina, um
importante componente da membrana celular, em fosfato ceramida e colina,
destruindo assim, a célula. Ela parece ser imprescindivel para o estabelecimento da
infeccdo e formagdo de abscessos, sendo um potente imundgeno. Mutacdes desta
molécula, ou a incapacidade de produzi-la, impedem o desenvolvimento de lesdes, e
mesmo a instalagdo e disseminagdo de C. pseudotuberculosis nos tecidos do
hospedeiro (MUCKLE et al., 1992; SONGER, 1997; HODGSON et al., 1999).

Sutherland et al. (1989) comparando a atividade da PLD de C.



pseudotuberculosis de quatro cepas considerando a letalidade para ratos brancos,
atividade hemotilica, capacidade em inibir a hemolisina estafilococcica e atividade
antigénica para ELISA, encontrou correlagdo significativa entre a inibigao da
hemolisina de Staphyloccocus sp. e a capacidade de hemolise da exotoxina das quatro
cepas; tendo as que apresentaram titulo hemolitico maior ou igual a 1:256 matado
todos os animais. Entretanto, ndo houve variagao no teste de ELISA para as toxinas
das quatro amostras. Apesar desta similaridade antigénica da PLD entre as amostras,
parece haver distinta atividade biologica entre a exotoxina extraida de biovar nitrato-
negativo da extraida de biovar nitrato-positivo, visto que a primeira, quando
inoculada em ratos, ¢ capaz de causar morte em 48 horas, enquanto que a PLD
extraida de amostras nitrato-positivas, injetada pelas mesmas vias € nas mesmas
concentracdes, ndo causou morte.

A agdo da PLD facilita a disseminagdo das bactérias pelas lesdes das paredes
dos vasos sangiiineos e linfaticos (HODGSON et al., 1992). Entretanto, ficou
demonstrado em infec¢ao experimental em cordeiros que desde o inicio do processo o
organismo reage com o objetivo de bloquear a disseminagao de C.
pseudotuberculosis, enviando para o local de entrada e linfonodos regionais grandes
quantidades de leucdcitos polimorfonucleares (PMN). Esta infiltragao maciga de
PMN coincide com uma granulocitose sangiiinea periférica. Os PMNs sao
substituidos em poucos dias por um grande numero de macréfagos, linfocitos e
células epitelidides que formam a manta periférica de grandes piogranulomas com
uma regido central de necrose (PEPIN et al., 1991).

A resposta celular pode ser observada pela mensuracao da producgao de
interferon-y. Os pequenos ruminantes apresentam duas possibilidades de resposta
celular com producao de interferon-y: os que produzem altas quantidades dessa
citocina e aqueles que produzem baixas quantidades. Normalmente, aqueles que
respondem mais fortemente produzindo grandes quantidades de interferon-y,
apresentam uma resposta celular secundéria cerca de duas semanas apds a resposta
priméria e desenvolvem lesdes abscedantes, enquanto que os que respondem
fracamente ndo apresentam uma resposta celular secundaria nem desenvolvem
abscessos, existindo aparentemente uma correlacao entre produgdo de interferon-y e
desenvolvimento de abscessos (PAULE et al., 2003). Essa aparente correlacdo talvez
possa ser explicada pelo seqiiestro de muitas células T sensibilizadas por C.

pseudotuberculosis, dentro de 6rgaos linféides secundarios ou nos sitios de agressao



(BUDDLE et al., 1995).

A resposta imune humoral devida as infec¢des naturais provavelmente t€ém
pouco impacto sobre a recuperagao da infecgao e/ou limitagao dos sintomas uma vez
que a bactéria ¢ intracelular. Para conferir protecao adequada € necessario que

resposta mediada por anticorpos em conjunto com a resposta celular estejam

presentes (ELLIS et al., 1991).



3.4 Diagnostico e Controle

O diagnéstico de qualquer enfermidade deve ter como base o conhecimento
das caracteristicas clinicas, associadas a possibilidade de detec¢do da resposta imune
do hospedeiro e, quando possivel, do isolamento do agente causal (SONGER et al.,
1988). Entretanto, para as doengas que se desenvolvem de forma insidiosa, muitas
vezes causando laténcia ou longos periodos de inatividade aparente, onde o
hospedeiro dificilmente consegue livrar-se do agente, a necessidade de um
diagnostico clinico como ponto de partida para solicitagao de exames laboratoriais e
conseqiiente identificacdo de animais infectados mostra-se desnecessario. Dessa
forma, ¢ importante o desenvolvimento de técnicas laboratoriais que permitam
identificar corretamente ndo apenas aqueles que apresentam sintomas sugestivos, mas
também e principalmente, os animais aparentemente saudaveis que servem como
fonte de infecgdo; assim, tentativas de controle e erradicagao da LC costumam
fracassar pela incapacidade do teste empregado em detectar todos os animais
infectados do plantel (DERCKSEN et al., 1996).

Varias técnicas laboratoriais foram desenvolvidas baseadas em variagoes do
ELISA, tendo sido alcangado especificidade de 98% +/- 1% para caprinos e 99% +/-
1% para ovinos, e sensibilidade de 94% +/- 3% para caprinos € 79% +/- 5% para
ovinos (DERKSEN et al., 2000). Além disso, Cetinkaya et al. (2002) desenvolveram
PCR especifico para C. pseudotuberculosis com a finalidade de facilitar o diagndstico
da LC.

Outros testes mais simples e menos onerosos foram desenvolvidos com
excelentes resultados como o teste de inibicdo da hemolise sinérgica e teste alérgico,
tendo sido indicados como ferramentas para um efetivo controle da doenga,
principalmente em animais que ainda ndo desenvolveram sintomatologia clinica
(BROWN, 1986; LANGENEGGER, 1991).

Além dos testes que visam identificar os animais positivos com conseqiiente
eliminacao destes ou, pelo menos, segregacdo do plantel, o controle da LC tem sido
tentado pelo desenvolvimento e aplicacdo de vacinas. Tachedjian et al. (1995)
trabalharam na produg@o de C. pseudotuberculosis mutantes produtores de PLD
inativada com o objetivo de sua aplicagdo na producao de vacinas mais seguras.
Entretanto, Hodgson et al. (1999) nao obtiveram resultados satisfatérios na

imunizacao de ovinos com o uso dessa PLD geneticamente inativada, que so6 foi capaz



de proteger 44% dos animais contra C. pseudotuberculosis, resultado bem inferior aos
95% de protecdo oferecida pela PLD inativada por formalina.

Da mesma maneira, a utilizagdo de vacina de DNA ndo conseguiu mais que
45% de protegdo contra desafio experimental, com aplicag@o intramuscular. Em
qualquer situacdo, a ndo ser com a utiliza¢ao de adjuvantes, ndo se recomenda a
aplicag¢do da vacina por via subcutanea em ovinos devido ao fato desses animais s6
possuirem duas ou trés camadas de células (10um de espessura), que limita a
expressao dos antigenos nos queratinécitos a trés dias; diferentemente da pele humana
(40um) e suina (50pm) que respondem bem aos antigenos aplicados por esta via (De
ROSE et al., 2002).

O controle da LC pode, e deve, centrar-se ndo apenas nos aspectos
imunologicos, mas também em condutas de manejo do rebanho. Assim, sdo
recomendadas técnicas como isolamento dos animais doentes, drenagem dos
abscessos e extirpagao cirurgica dos linfonodos afetados antes da sua drenagem. Além
disso, deve-se queimar e enterrar o material purulento e desinfetar todo o material

utilizado (ALVES e PINHEIRO, 2000; NOZAKI et al., 2000).
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EXPERIMENTO I



COMPARACAO GENOTIPICA DE ISOLADOS DE
Corynebacterium pseudotuberculosis DE CAPRINOS E OVINOS DO
SERTAO DE PERNAMBUCO, BRASIL.

Resumo: Objetivou-se com este estudo comparar genotipicamente 35 isolados de
Corynebacterium pseudotuberculosis recuperados de conteudo de abscessos de
caprinos e ovinos com linfadenite caseosa, procedentes de cinco municipios
localizados no Sertdo de Pernambuco, Brasil. Utilizou-se a técnica de fingerprint
RFLP-PCR com as enzimas de restrigdo Hpy-Ch4 e Msp1 aplicada ao gene rpoB ¢ as
enzimas Pst I e Msp I para o gene pld. Nao houve diferenga nos padroes de
fragmentos de bandas entre os isolados, independente da espécie hospedeira ou da
area geografica estudada, definindo-se um padrao genotipico homogéneo de C.

pseudotuberculosis responsavel por abscessos superficiais na regido.

Palavras chave: Genotipagem, RFLP-PCR, Corynebacterium pseudotuberculosis,
caprinos, ovinos.

GENOTYPIC COMPARISON BETWEEN CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS SAMPLES OBTAINED FROM SHEEP
AND GOATS DIAGNOSED WITH CASEOUS LYMPHADENITIS

RAISED ON THE SEMI-ARID REGION OF PERNAMBUCO,
BRASIL.

ABSTRACT. The objective of the present study was to genotypically compare 35
samples of Corynebacterium pseudotuberculosis obtained from abscesses of sheep
and goats diagnosed with caseous lymphadenitis originated from 5 different cities in
the semi-arid region of Pernambuco, Brazil. The RFLP-PCR technique with Hpy-Ch4
and Msp I and Pst I Msp I restriction enzimes was used to fingerprint the genes rpoB
and pld, respectively. The results demonstrate that there was no difference on the
fragments banding pattern among samples, independently of the host species or

geographic area studied, defining a homogeneous profile of C. pseudotuberculosis



responsible for superficial abscesses for the region.

Keywords: Genotyping, RFLP-PCR, Corynebacterium pseudotuberculosis, goats,
sheep.



5.1. INTRODUCAO

A linfadenite caseosa (LC) ¢ uma doenga infecto-contagiosa de pequenos
ruminantes causada por Corynebacterium pseudotuberculosis e caracterizada
clinicamente por abscessos caseosos que acometem os linfonodos, pele e visceras
(UNANIAN et al., 1985). Encontra-se amplamente distribuida no mundo e ja foi
relatada em varios Estados do Brasil, onde apresenta prevaléncia relativamente
elevada no Nordeste brasileiro (COSTA et al., 1973; LANGENEGGER et al., 1991).
De carater insidioso e com tendéncia a cronicidade, ¢ capaz de produzir perdas
econdmicas significativas para os criadores de pequenos ruminantes (PANTON,
1988).

O género Corynebacterium esta representado por mais de 60 espécies na sua
maioria isolada de animais ou humanos (KHAMIS et al., 2005). A bactéria apresenta-
se sob a forma de clava, sendo o Corynebacterium diftericum o prototipo do grupo.
Entretanto, algumas corinebactérias sdo pleomorficas e formam elementos cocoides
durante o seu crescimento (BIRBERSTEIN e HIRSH, 2003).

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ um difteréide tipico, apresentando-se
sob a forma cocdide a filamentosa, ndo possuem capsula e sua parede celular ¢ tipica
das corinebactérias com elevada concentragao de lipideos, que torna a torna
hidrofobica e pode contribuir para a sua sobrevivéncia dentro dos fagdcitos e para sua
leucotoxicidade (BIRBERSTEIN e HIRSH, 2003).

Dentro da espécie C. pseudotuberculosis, sao reconhecidos dois biovares que
foram diferenciados inicialmente pela capacidade ou ndo em reduzir nitrato a nitrito.
O biovar equi, nitrato-positivo, que ¢ normalmente isolado de eqiiinos ¢ bovinos ¢
biovar 0vis, nitrato-negativo, isolado, invariavelmente, de caprinos e ovinos, mas
também de bovinos (SONGER et al., 1988). Entretanto, ja foi demonstrado que o
biovar equi pode, apesar de pouco freqiiente, apresentar-se sob a forma de nitrato-
negativo, mantendo, no entanto, sua classifica¢ao anterior com base em estudo de
ribotipagem (COSTA et al., 1998).

A investigagdo taxonomica dos procariontes pode ser dividida em dois
periodos: no primeiro, os estudos eram centrados nas caracteristicas fenotipicas e no
segundo, o foco passou a ser as caracteristicas genotipicas. Este ultimo foi pautado na

deteccao de regides altamente conservadas do genoma, de areas que sofreram alguma



variagdo como insercao, delecdo ou mutagdo de nucleotideos especificos para uma
espécie ou mesmo amostra (TORTOLI, 2003).

A genotipagem baseia-se em técnicas de facil reprodutibilidade, tendo um
forte poder discriminatério. As vdrias técnicas disponiveis passaram a serem
conhecidas como técnicas de “DNA fingerprinting” (DARINE, 1998).

A técnica de RFLP (Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos de
Restrigdao) ¢ comumente empregada para a diferenciagdo entre individuos de uma
mesma espécie, mas de cepas diferentes. Esta técnica pode ser realizada associada a
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), (RFLP-PCR). Nesta, um determinado
fragmento gé€nico ¢ amplificado com primers especificos para o gene e,
posteriormente, submetidos a agdo de enzimas de restricdo que cortam este gene, ou
seu segmento, em pontos especificos, produzindo assim fragmentos de DNA
(DARINE, 1998; SUTHERLAND, 1993).

O uso de métodos moleculares para analise seqiiencial do gene RNAr 16S
(DNAr) tem facilitado um maior delineamento do género, e a disponibilidade em
comparar a seqiiéncia deste gene com informagdes fenotipicas melhoradas tem
aumentado significativamente a confiabilidade na identificagdo das espécies. Estes
avancos na taxonomia e métodos de detecgdo, junto com o interesse nas
corinebactérias como agentes oportunistas em infeccdes em humanos, recentemente
resultou no delineamento de um vasto grupo de novas espécies deste género
(KHAMIS et al., 2005).

A grande maioria das espécies de Corynebacterium pode ser diferenciada pelo
polimorfismo das bandas de restricao para o gene do RNAr 16S devido a alta
variabilidade das seqiiéncias do DNAr 168 interespécies para esse género, que pode
ser visto por um grande numero de padrdes de restricdo (VANEECHOUTTE et al.,
1995).

Entretanto, este padrao de variabiliade interespécie nao ¢ verdadeiro para as
espécies C. pseudotuberculosis e Corynebacterium ulcerans que néo sao
diferenciadas entre si na sua filogenia quando comparadas suas seqiiéncias do DNAr
(RIEGEL et al., 1995).

Apesar do gene do RNAr 16S ser o marcador molecular mais utilizado para
determinar as relagdes filogenéticas bacterianas, para o género Corynebacterium, o
gene rpoB (gene codificador da sub-unidade f da RNA polimerase) parece ser melhor

marcador na distingao entre espécies desse género (KHAMIS et al., 2004).



Um dos fatores de maior relevancia para a patogenia da linfadenite caseosa ¢ a
capacidade de C. pseudotuberculosis em produzir a exotoxina fosfolipase D (PLD)
(NAIRN et al., 1977, HODGSON et al., 1992; MacNAMARA et al., 1994). Esta
toxina parece so ser produzida por duas espécies de Corynebacterium, C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans, sendo considerado um bom marcador para a
identificacdo dessas duas espécies (BARKSDALE, 1981).

Sutherland et al. (1989) compararam a PLD de quatro cepas de C.
pseudotuberculosis frente a habilidade em matar ratos brancos, atividade hemolitica,
capacidade em inibir a hemolisina estafilocdccica e a atividade antigénica para
ELISA, encontrando variagdo na letalidade, mas ndo na antigenicidade. Esta
variabilidade na intensidade da acdo patogénica da PLD podera ser resultado de
mutagdes no gene pld (gene codificador da PLD).

Objetivou-se com este estudo analisar o perfil epidemioldgico molecular de
isolados de C. pseudotuberculosis, utilizando a técnica de RFLP-PCR, para os genes
rpoB e pld de forma a contribuir com o conhecimento do comportamento do agente
da linfadenite caseosa em rebanhos de caprinos e ovinos criados no sertdo

pernambucano.



5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Amostragem

Pernambuco esta localizado a 7° € 15” € 9° € 27’ de latitude sul, € 34° ¢ 48’ ¢
41° ¢ 19’ de longitude oeste de Greenwich. Com area total de 98.526,60 Km?, ocupa
6,3% do Nordeste brasileiro e 1,2% do Brasil. O IBGE identificou em pernambucano,
em 1989, cinco Mesorregides e 19 Microrregides geograficas, a saber: Mesorregiao
do Sertdo Pernambucano com 41 municipios; Mesorregido do Sdo Francisco
Pernambucano com 15 municipios, Mesorregido do Agreste Pernambucano com 71
municipios, Mesorregido da Mata Pernambucana com 42 municipios e Mesorregiao
Metropolitana do Recife com 15 municipios. Cada Mesorregido ¢ dividida em
Microrregides, no total de 19. Assim, a Mesorregido Regido do Sertdo Pernambucano
(regido norte do Sertdo), divide-se em: Microrregido de Araripina, Microrregido do
Salgueiro, Microrregido do Pajet e Microrregido do Sertdo do Moxoto. A
Mesorregido do Sao Francisco Pernambucano (regido sul do Sertdo), divide-se em:
Microrregido de Petrolina e Microrregido de Itaparica (ANDRADE et al., 2003).

Selecionou-se cinco municipios, estando trés na Microrregiao do Pajeti
(Itapetim, Sao José do Egito e Carnaiba), um na Microrregido do Moxot6 (Custodia) e
um na Microrregido de Itaparica (Floresta). Por municipio foram visitadas, pelo
menos, 25 propriedades, distribuidas de maneira a representar todo o espaco
territorial.

Foram analisadas 35 amostras de contetido de abscessos superficiais, 26 de
caprinos e 8 de ovinos. As amostras foram distribuidas como segue: Carnaiba (seis de
caprinos e duas de ovinos); Itapetim (quatro de caprinos e quatro de ovinos); Sao José
do Egito (11 amostras de caprinos); Floresta (seis de caprinos e duas de ovinos); e

Custodia (uma de ovino) Figura 1.
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E Itapetim
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/
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Figura 1. Mapa do Brasil com destaque para o Estado de Pernambuco e localiza¢éo dos cinco
municipios estudados para linfadenite caseosa em ovinos e caprinos na macro-regido
do Sertdo, e a sua capital, Recife. Pernambuco, 2007.

As amostras foram obtidas por pungdo aspirativa de abscessos fechados com
auxilio de seringa descartavel e agulha 40x12mm.

O material obtido foi cultivado em agar base enriquecido com 10% de sangue
desfibrinado de ovino, sendo as placas incubadas a 37°C em aerobiose durante 48
horas. Posteriormente, foram selecionadas as colonias que apresentaram
caracteristicas compativeis com o género Corynebacterium, ou seja, colonias
puntiformes, esbranquicadas, opacas, secas e [ |-hemoliticas (CARTER, 1990). Essas
colonias foram submetidas a técnica de coloragdo de Gram, repicadas para o caldo
Brain Heart Infusion (BHI) para posterior identifica¢do utilizando o APIcoryne (Bio
Merieux-Francga), confirmando bioquimicamente as amostras como isolados de

Corynebacterium pseudotuberculosis nitrato negativas (biovar ovis).

5.2.2 Extracao do DNA

No laboratério Biologia Molecular da Area de sanidade animal do Centro
Nacional para Pesquisa de Gado de Corte - EMBRAPA Gado de Corte, foi realizada
a extracdo do DNA gendmico pelo método modificado de Zhang et al. (1994). Para
este procedimento, as amostras foram cultivadas em tubos Falcon de 50ml (com 10ml
de caldo LB). Esse material foi centrifugado por 10 minutos a 6.000 x g. O pellet foi
ressuspenso uma vez com Iml de tampao TE 10mM, pH 8,7 (0,19g de EDTA 10mM
+0,07g tris HCl 10mM). A suspensdo foi transferida para tubos de 2ml que foram
centrifugados por 10 minutos a 9.900 x g. Posteriormente, descartado o sobrenadante,
o pellet foi ressuspenso em 800 ul de tampado TE (pH 8,7), contendo 10,3% de glicose
e 10 mg/ml de lisozima, sendo entdo incubada por 12 horas a 37°C. Posteriormente,
cada tubo recebeu 100ul de SDS a 10% + 20ul de NaCl a 5M e 13ul de proteinase K a
20%; a solucao foi homogeneizada levemente e incubada por 12 horas a 56°C. Em
seguida, adicionou-se 0,8ml de fenol e apos agitacdo leve em mesa agitadora por 20
minutos, a suspensao foi centrifugada por 10 minutos a 9.900 x g. O sobrenadante foi
entdo transferido para outro tubo estéril de 2ml e adicionado aproximadamente o
mesmo volume de uma solugdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1).

Apos agitacao leve por 20 minutos, procedeu-se nova centrifugacao por mais 10



minutos a 9.900 x g. O sobrenadante foi, mais uma vez, transferido para outro tubo
estéril onde se adicionou aproximadamente a mesma quantidade de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Novamente a solu¢do foi submetida a agitagao
leve por 20 minutos e centrifugada a 9.900 x g. por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo onde adicionou-se 0,6% (do volume total do
sobrenadante) de isopropanol para a precipitagdo do DNA. A suspensao foi
homogeneizada levemente e centrifugada novamente a 9.900 x g. por mais 10
minutos. Descartado o sobrenadante, adicionou-se 1ml de alcool a 70% para lavar o
DNA e retirar as impurezas. Logo apds centrifugou-se por 5 minutos a 9.900 x g;
descartado o sobrenadante, deixou-se o pellet secar a temperatura ambiente, sendo

ressuspenso em 50ul de 4gua ultra-pura e estocado a —20°C.

5.2.3 Amplificacdo dos Genes

A partir da seqiiéncia depositada no Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez), do gene pld sob o niimero de acesso L16587 ¢

de acordo com Khamis et al. (2004) foram desenhados os primers para segmentos dos
genes pld e rpoB, respectivamente. Os primers utilizados para o gene pld foram, F 5’
ATGAGGGAGAAAGTTGTTTTA 3’ e R5° TCACCACGGGTTATCCGC 3°.
Sendo a amplificagdo realizada em termociclador com o seguinte protocolo: etapa de
3 minutos a 95°C, 35 ciclos de 1 minuto a 95°C para a desnaturagdo, 1 minuto a 58°C
para o anelamento, 2 minutos a 72°C para a extensdo da cadeia e mais 3 minutos a
72°C para a extensao final, gerando bandas de 924pb. Para o gene rpoB, as
seqiiéncias de primers utilizadas foram, F 5> CGTATGAACATCGGCCAG 3’ e R
5> TCCATTTCGCCGAAGCGC 3’, com amplificagdo em termociclador sob o
seguinte protocolo: etapa de 3 minutos a 95°C, 34 ciclos de 1 minuto a 95°C para a
desnaturagdo, 45 segundos a 56°C para o anelamento, 1 minuto e 30 segundos a 72°C
para a extensao da cadeia e mais 10 minutos a 72°C para a extensdo final, gerando
bandas de 447pb. As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador de gradiente
(Eppendorf Mastercycler gradient), com um volume final de 50uL contendo SuL de
tampao de PCR 10X, 1,5 mM de MgCl,, 250 uM de cada dNTP, 2,5 U de tag DNA
polimerase (Invitrogen®), 1uL de cada primer e 1pL de DNA molde.

Os produtos da amplificagdo foram observados por eletroforese a 100V por 1
hora, separados por gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e

visualizados com transluminador sob luz ultravioleta, utilizando como padrao o



marcador Low mass (Invitrogen®) para quantificar o tamanho dos fragmentos (Figura

2).

Figura 2. a) Perfil de bandas da reacdo de PCR utilizando primers do gene pld de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Marcador de pares de bases Low DNA Mass
Lader (1), Controle Negativo (2), padréo do gene pld (amostras 6; 7; 8 e 10). b)
Perfil de bandas da reagédo de PCR utilizando primers do gene rpoB de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Marcador de pares de bases Low DNA Mass
Lader (1), Controle Negativo (2), padréo do gene rpoB (amostras, 67, 68, 69, 70).
Eletroforese em gel de agarose a 2%.

5.2.4 Digestao Enzimatica

Para testar a melhor concentragdo enzimatica, 500ng do produto de PCR de
um isolado foi digerido com 1puL, 1,5uL e 2uL da enzima de restri¢ao Pstl
(Invitrogen®). Ap0s o teste de concentragdo enzimatica, foi utilizado como padrao
20U das endonucleases Pstl e Mspl que possuem respectivamente os seguintes sitios
de restri¢do para o gene pld: 5"CTGCA/ G 3",e 5 C/CGG 3’.

Para o gene rpoB foi utilizado 2uL (20U) das enzimas HpyCh4
(NewEngland®) e Mspl (Amersham®). As reacdes de digestdo foram incubadas a
37°C por 6 horas e posteriormente submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
a 15% a 80V por 3 horas, seguido de coloracdo em brometo de etidio (Spg/uL) por 20
minutos. O marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®) e um fragmento intacto
do gene também foram aplicados aos géis como padrdo para estimar o tamanho dos

fragmentos gerados pela digestao.



5.3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

A regido Nordeste do Brasil € a que apresenta a maior freqiiéncia de casos de
linfadenite caseosa, provavelmente em decorréncia da grande concentragao de ovinos
e caprinos, do tipo de vegetacdo que contém espinhos, facilitando a abertura de
solugdes de continuidade que servem como porta de entrada para as bactérias e do
baixo grau de instrucao dos criadores (VESCHI, 2005).

Situado nesta regiao, o Estado de Pernambuco tem o Sertdo como sua maior
regido natural, ocupando 70% do seu territorio, com sua economia baseada na
pecudria, principalmente bovina, caprina e ovina, sendo as duas ultimas de grande
importancia econdmica, principalmente para o pequeno produtor. Os municipios
estudados situam-se nas microrregides do Sertao do Pajet e Sertao do Moxoto,
predominando, em quase toda a drea das duas regides, o clima semi-arido e uma forte
concentragdo de caprinos e ovinos (PERNAMBUCO DE A/Z, 2007).

Somando-se os cinco municipios estudados, foram visitadas aproximadamente
100 propriedades, encontrando-se, em todas elas, animais que apresentavam
abscessos superficiais ou animais com lesdes de abscessos que haviam rompido
naturalmente ou por intervengao do proprietario. Esses resultados indicam a grande
circulagdo do agente e disseminagao dos focos da doeng¢a no sertdo pernambucano.

As culturas do contetdo dos abscessos obtidos dos caprinos € ovinos
estudados resultaram no crescimento de mais de um tipo de microrganismo,
demonstrando a provavel pluralidade de agentes infecciosos envolvidos nos processos
abscedativos dos pequenos ruminantes. Dentre as bactérias, isoladas em associagao a
C. pseudotuberculosis, destacaram-se Staphylococcus sp e bactérias Gram-negativas
ndo identificadas. Esses achados estdo de acordo com Said et al. (2002) que também
relataram o isolamento de Staphyloccocus aureus subsp anaerobius, Streptoccocus
sp. entre outros, de conteudo de abscessos de ovinos na Tunisia. Quanto ao tempo de
isolamento, observou-se crescimento de colonias consideradas caracteristicas do
género Corynebacterium sp (pequenas colonias esbranquigadas, mucosas ¢ que, ao
serem pingadas, tendem a se deslocar por completo) em 48 horas de incubagdao como
relatado por Connor et al. (2000). Em poucos casos, observou-se crescimento sem a
formacao de verdadeiras colonias, mas sim como pequenos agrupamentos
puntiformes disseminados no agar.

No meio de cultura liquido (caldo BHI), observou-se o turvamento deste com

a presenca de uma membrana, provavelmente em funcao da grande quantidade de



lipidios da célula bacteriana que ¢ uma caracteristica peculiar desse agente,
concordando com as observagdes feitas por Batey (1986).

Observou-se bactérias Gram-positivas, na sua grande maioria cocoides com a
presenga de alguns cocobacilos. Apesar de muitos autores relatarem que o grupo
Corynebacteria se apresenta como bastdes, desenhando formas em palicada ou letras
chinesas, Biberstein e Hirsh (2003), afirmaram ser esta espécie pleomorfica,
apresentando-se muitas vezes na forma cocoide ou de cocobacilos.

Apenas os isolados identificados com 99 a 100% de certeza pelo teste
APIcoryne (BioMeriuex-Franga) como pertencentes a espécie C. pseudotuberculosis
biovar ovis tiveram o seu DNA extraido e sua identidade confirmada por PCR.

A analise de restrigdo revelou que a enzima Hpv-Ch4 cortou o gene rpoB em
dois pontos, gerando bandas de 86, 126 e 235 pares de base (pb) e a Msp I realizou o
corte em trés locais, gerando quatro bandas com 54, 78, 93 e 222 pb (Figura 3).

Figura 3. Perfis de restricdo do gene rpoB digeridos com Hpy-CH4 por PCR em gel de

poliacrilamida a 15%. Gel (a), marcador Low DNA Mass Ladder (1), PCR néo digerida

(2), amostras de C. pseudotuberculosis (25, 27, 28, 29, 30, 32 e 34). No gel (b), produto de

PCR do gene rpoB nao digerido (1), marcador Low DNA Mass Ladder (2), produtos de

PCR digeridos com Msp | (amostras 32, 34, 35, 36, 41, 42 e 43).

O gene pld foi cortado em trés pontos pela Pst I, produzindo fragmentos de 52,
108, 369 e 395 pb, enquanto que a Msp I gerou bandas de 72, 91, 195 e 566 pb

(Figura 4).

Figura 4. Perfis de restricio do gene pld (924pb) digeridos com Pstl por PCR em gel de
poliacrilamida a 15%. Gel (a), marcador Low DNA Mass Ladder (1), amostras de C.
pseudotuberculosis (6, 11, 20, 21, 64 e 35). No gel (b), produto de PCR do gene pld ndo
digerido (1), marcador Low DNA Mass Ladder (2), produtos de PCR digeridos com
Mspl, (amostras 44, 45, 48, 50, 55, 60 e 61).

Este trabalho foi o primeiro a comparar por RFLP-PCR o gene pld que
codifica para o principal fator de viruléncia, a esfingomielinase, fosfolipase D. Os
resultados demonstram que entre os isolados de C. pseudotuberculosis biovar ovis
aqui estudados, independente da regido de origem ou da espécie hospedeira de onde
foram obtidos, ndo houve varia¢ao genotipica para esse gene. Este fato sugere que
este fator de viruléncia contra o qual muitos trabalhos de prote¢ao vacinal t€ém sido

elaborados (ELLIS et al., 1991; TACHEDJIAN et al., 1995; HODGSON et al., 1999),



mantém uma homogeneidade nas suas caracteristicas genéticas, permitindo assim que
a resposta imune desenvolvida contra a PLD possa ser explorada como instrumento
de controle da doenca também na regido estudada.

Virios trabalhos de ribotipagem foram desenvolvidos até o momento
buscando comparar padrdes genotipicos entre amostras de C. pseudotuberculosis
utilizando o gene 168, tendo todos eles encontrado homogeneidade das amostras
dentro dos seus respectivos biovares, mesmo entre aquelas com origem em mais de
uma regido do mundo e causando nos hospedeiros sintomas de intensidade variavel
(SUTHERLAND et al., 1993; SUTHERLAND et al., 1996; COSTA et al., 1998;
LITERAK et al., 1999).

O gene rpoB que codifica a sub-unidade 3 da RNA polimerase, responsavel
por toda a transcricdo do DNA em RNA, tem sido revelado como um excelente
marcador molecular para estudar as variagdes genotipicas entre espécies, mostrando-
se, especificamente para Corynebacterium pseudotuberculosis, um alvo ainda mais
valioso do que o estudo comparativo do gene 16 S (KHAMIS et al., 2004).

Também para o gene rpoB nao foi observado polimorfismo nas bandas de
restrigdo com as enzimas Hpv-Ch4 e Msp I dentre as amostras aqui estudadas. Este
resultado reforga a idéia de uma homogeneidade e estabilidade genética dentre a
espécie Corynebacterium pseudotuberculosis, biovar ovis, nesta regido. Como as
amostras foram selecionadas frente a caracteristicas morfologicas e bioquimicas que
indicavam com praticamente 100% de certeza tratar-se de C. pseudotuberculosis, o
reconhecimento de padrao genético de um gene de baixo grau de mutagdo e
imprescindivel para a sobrevivéncia desta espécie, aliado a um comprovado alto
poder discriminatdrio entre espécies, nos permite colocar esta técnica como possivel
ferramenta diagnostica.

Os resultados indicam que a LC em caprinos e ovinos do Sertdo
pernambucano ¢ causada por C. pseudotuberculosis, biovar ovis, que ndo sofreu
mutagdes detectaveis no seu gene de viruléncia de maior importancia.

O conhecimento mais detalhado desses padrdes de fragmentos através de

estudos de seqiiénciamento poderiam confirmar estes resultados.



5.4 CONCLUSAO

A comparagio dos padrdes de banda por RFLP-PCR para os genes rpoB e pld
demonstram que as amostras estudas ndo apresentam qualquer variacdo genotipica
frente as trés enzimas de restricdo. Os padrdes homogéneos das bandas geradas para
ambos os genes, pld e rpoB, independente da espécie hospedeira de pequeno
ruminante ou da drea geografica estudada, reforga a idéia de um padrdo genotipico
unico do C. pseudotuberculosis biovar ovis.

A homogeneidade nos padroes de bandas para os genes rpoB e pld oferece um
meio eficiente de identificagdo de isolados de C. pseudotuberculosis permitindo que
estes possam ser utilizados em métodos de diagnostico.

Entretanto, novos estudos deverdo ser conduzidos para que se conheca a
seqiiéncia nucleotidica desses fragmentos, proporcionando visdo mais acurada da
caracteristica genotipica dessas amostras para os genes aqui estudados. A
confirmagdo da condi¢ao de homogeneidade para o gene pld para C.
pseudotuberculosis devera incentivar um aumento no nimero de pesquisas voltadas

para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes e seguras.
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EXPERIMENTO II



PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA in vitro DE
ISOLADOS DE Corynebacterium pseudotuberculosis DE CAPRINOS
E OVINOS COM LINFADENITE CASEOSA NO SERTAO DE
PERNAMBUCO, BRASIL.

1) RESUMO. Objetivou-se com este estudo avaliar o perfil de sensibilidade in
vitro de 31 isolados de Corynebacterium pseudotuberculosis de caprinos e
ovinos procedentes de quatro municipios (Carnaiba, Itapetim, Floresta e Sao
José do Egito) do Sertdo Pernambucano, Brasil. O contetido dos abscessos foi
cultivado em 4gar-sangue e as colonias isoladas foram identificadas pela
técnica de coloragao de Gram e pelo kit de identificacdo bioquimico API-
Coryne (Bio-Merieux, Franca), sendo todas as amostras identificadas como
biovar ovis. Para a realizacdo dos antibiogramas utilizou-se a técnica de
difusdo em discos. Observou-se que 96,8% das amostras foram sensiveis ao
cloranfenicol e ciprofloxacina; 93,5% a norfloxacina e cefazolina; 90,3% a
amoxicilina e tetraciclina; 87,1% a sulfa-trimetoprim; 83,9% a orbifloxacina;
77,4% a ampicilina, lincomicina e penicilina; 32% a gentamicina; 12,9% a
novobiocina € 9,7% a neomicina. Observou-se, ainda, que 87,1% das amostras
foram resistentes a novobiocina; 80,6% a neomicina; 41,9% a gentamicina;
19,3% a lincomicina; 16,1% a ampicilina, orbifloxacina e penicilina; 12,9% a
sulfa-trimetoprim; 6,4% a cefazolina, norfloxacina e amoxicilina e 3,2% a
ciprofloxacina, cloranfenicol e tetraciclina. Com excecao de uma amostra,
todas as demais apresentaram algum grau de resisténcia multipla, sendo 16%
delas multirresistentes a aproximadamente 50% dos antimicrobianos testados.
Concluiu-se que existe uma variagao fenotipica entre as amostras analisadas

associada a um ou mais genes de resisténcia.

Palavras-Chave: Linfadenite caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis,
sensibilidade, antimicrobianos.



Corynebacterium pseudotuberculosis In vitro ANTIMICROBIAL SENSITIVITY
PROFILE OF SAMPLES ISOLATED FROM SHEEPS AND GOATS
DIAGNOSED WITH CASEOUS LYMPHADENITIS FROM THE SEMIARID
REGIONS OF PERNAMBUCO, BRAZIL

ABSTRACT. The main goal of the present study was to evaluate the in vitro
sensitivity profile of 31 samples of Corynebacterium pseudotuberculosis isolated
from sheeps and goats originated from the semi-arid regions of Pernambuco, Brazil.
The contents of the abscesses were cultivated in blood agar and the isolated colonies
obtained were identified using Gram stain and the API-Coryne biochemical
identification kit (Merieux), with every samples being identified as Corynebacterium
pseudotuberculosis biovar ovis. The antibiograms were performed using the disk
diffusion test. The results showed that 96.8% of the samples were sensitive to
chloramphenicol and ciprofloxacin; 93.5% were sensitive to norfloxacin and
cefazolin; 90.3% to amoxicillin and tetracycline; 87.1% to sulfa-trimethoprim; 83.9%
to orbifloxacin; 77.4% to ampicillin, lincomycin and penicillin; 32% to gentamicin;
12.9% to novobiocin and 9.7% to neomycin. It was also noted that 87.1% of the
samples were resistant to novobiocin; 80.6% to neomycin; 41.9% to gentamicin;
19.3% to lincomycin; 16.1% to ampicillin, orbifloxacin and penicillin; 12.9% to
sulfa-trimethoprim; 6.4% to cefazolin, norfloxacin and amoxicillin, and 3.2% to
ciprofloxacin, chloramphenicol and tetracycline. With the exception of one sample,
all others showed some degree of multiple resistances, with 16% of them being multi-
resistent to approximately 50% of the antimicrobial drugs tested. Based on those
results, it is possible to conclude that there is a phenotypic variation among the

samples analyzed associated to one or more resistance gene.

Keywords: Caseous lymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis, sensitivy,
antimicrobials

1) 6.1 INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ uma bactéria Gram-positiva capaz de
causar doenca de carater cronico e abscedativo, principalmente em caprinos e ovinos.

Também pode infectar bovinos, bubalinos, eqiiinos e eventualmente o homem

(ALEMAN et al., 1996; PEEL et al., 1997; COSTA et al., 1998; SELIM, 2001). Até o



momento sao reconhecidos dois biovares: biovar equi que é em sua maioria absoluta
nitrato positivo e o biovar 0vis, invariavelmente nitrato negativo (SONGER et al.,
1988).

Em caprinos e ovinos C. pseudotuberculosis ¢ responsavel pela linfadenite
caseosa (LC), doenga caracterizada pela hipertrofia dos linfonodos e formagao de
abscessos caseosos nesses 0rgaos, no tecido subcutidneo e em visceras como intestino,
figado, pulmdes entre outras (MOLLER et al., 2000). Além disso, hé a possibilidade
de C. pseudotuberculosis ocasionar mastite em cabras leiteiras, apesar de raro se
comparada aquelas causadas por Staphylococcus spp e Escherichia coli (AMEH et
al., 1993).

Alguns autores sugerem a erradicacao dessa enfermidade pela identificacao,
isolamento e descarte dos animais positivos; entretanto, a implantacdo dessas medidas
encontra dificuldade na identificagdo dos animais verdadeiramente positivos e
negativos (DERCKSEN, 2000). Muitos pesquisadores vém trabalhando na tentativa
de desenvolver vacinas como método de controle da doenca, tendo-se alcangado
algum sucesso (STANFORD, 1998; ALVES, 1998; HODGSON, 1999).

O uso de antibioticoterapia tem sido questionado principalmente pelas
caracteristicas de multiplicagdo do agente, assim como alguns aspectos da patogenia
como a formacao de abscessos caseosos, o que, em ambas situagdes, dificultaria ou
mesmo impediria a acdo desses medicamentos (ASHFAQ e CAMPBELL, 1979;
OLSON et al., 2002). Entretanto, o potencial zoondtico de C. pseudotuberculosis leva
a necessidade de se conhecer a a¢ao de antimicrobianos como opgao terapéutica para
humanos. Além disso, a adocao de antibioticoterapia nos animais com LC, em
associac¢do a outras medidas como a excisdo cirirgica dos abscessos pode ajudar a
conter a disseminacdo da infec¢do no plantel pela diminui¢ao da quantidade de
bactérias circulantes € a0 mesmo tempo, evitando-se o extravasamento do contetido
dos abscessos quando estes maturam com conseqiiente contaminacao do ambiente
(PEEL et al., 1997).

Com uma prevaléncia da LC no Nordeste estimada em 30 a 50% (COSTA et
al., 1973), objetivou-se com este estudo avaliar o perfil de sensibilidade de isolados
de C. pseudotuberculosis de caprinos e ovinos criados no Sertdo de Pernambuco —

Brasil, frente a diferentes antimicrobianos.



1) 6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Amostragem

Os municipios de Itapetim, Carnaiba e Sao José do Egito estao localizados da
Mesorregiao do Sertdo Pernambucano (regido norte do Sertdo), na Microrregido do
Pajett. O municipio de Floresta localizado na regido sul do sertdo, ¢ o maior
municipio da Microrregido de Itaparica, que juntamente com a Microrregiao de
Petrolina formam a Mesorregido do Sao Francisco Pernambucano. Distantes entre
400 e 500 Km da capital Recife, estes municipios apresentam precipitacdo
pluviométrica anual média entre 400 e 500 mm, possuindo solo arenoso argiloso a
pedregoso, e com vegetagdo do tipo caatinga hiperxerdfila (ANDRADE et al., 2003)

Dos quatro municipios trabalhados (Figura 1) foram obtidas 31 amostras de
contetido de abscessos de caprinos e ovinos identificados pelo exame clinico e
anamnese com sintomas sugestivos de linfadenite caseosa. Em cada municipio, foram
visitadas pelo menos 25 propriedades. As amostras foram assim distribuidas:
Carnaiba (quatro caprinos e dois ovinos), Itapetim (quatro caprinos e quatro ovinos),

Sao José do Egito (12 caprinos) e Floresta (trés caprinos e dois ovinos).

S&o José do Egito

‘ e 2 H |' ."‘\.

Itapetim

PR Floresta

Figura 1. Mapa do Brasil com destaque para o Estado de Pernambuco e localiza¢do dos quatro
municipios estudados para linfadenite caseosa em ovinos e caprinos na macro-regiéo
do Sertdo, e a sua capital, Recife. Pernambuco, 2007.

As amostras biologicas foram obtidas por pung¢ado aspirativa de abscessos

fechados com auxilio de seringa descartavel e agulha 40x12mm.



6.2.2 Isolamento e Identificacao

O material obtido foi cultivado em agar base enriquecido com 10% de sangue
ovino, sendo as placas incubadas a 37°C em aerobiose durante 48 horas.
Posteriormente, foram selecionadas as coldnias que apresentaram-se puntiformes,
esbranquigadas, opacas e []-hemoliticas que caracterizam o género Corynebacterium
(CARTER, 1990). Essas colonias foram submetidas a técnica de coloracao de Gram,
repicadas para o caldo brain heart infusion (BHI) para posterior identificacao

bioquimica utilizando o kit APIcoryne (Bio Merieux-Franca).

6.2.3 Avaliacdo Antimicrobiana

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos seguiu-se a técnica de difusdo
em discos (BAUER et al., 1966), utilizando-se o 4gar Miiller Hinton e discos
impregnados com antibidticos, nas seguintes concentragdes: gentamicina (10pg),
norfloxacina (10pg), lincomicina (2pg), novobiocina (30ug), sulfa-trimetoprim
(25pg), orbifloxacina (10pg), neomicina (30pg), ampicilina (10pg), amoxicilina
(10pg), tetraciclina (30ug), cefazolina (30ug), ciprofloxacina (5ug), penicilina (10
U.L) e cloranfenicol (30ug). Os resultados dos antibiogramas foram interpretados
como sensivel (S), intermedidrio (I) e resistente (R) de acordo com tabela fornecida

pelos fabricantes dos antimicrobianos.

1) 6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas mais de 100 propriedades visitadas dentro dos cinco municipios
estudados, os animais eram criados em comunidades de baixa renda, onde cada
familia tinha aproximadamente 10 animais que compartilhavam os pastos. Todas as
propriedades visitadas apresentavam animais com abscessos fechados ou ja
abscedados nos linfonodos ou no tecido subcutaneo, fazendo suspeitar de linfadenite
caseosa. Pelas informacdes coletadas junto aos proprietérios, pelo exame clinico e
anamnese dos animais, observou-se que a doenga era endémica na regido, com
aparecimento de casos durante todo o ano.

As 31 amostras analisadas foram identificadas pelo teste APIcoryne como

pertencentes a espécie C. pseudotuberculosis nitrato-negativas, pertencentes,



portanto, ao biovar ovis. Destas, 96,8% foram sensiveis ao cloranfenicol e
ciprofloxacina; 93,5% sensiveis a norfloxacina e cefazolina; 90,3% a tetraciclina e
amoxicilina; 87,1% a sulfa-trimetoprim; 83,9% a orbifloxacina; 77,4% a penicilina;
lincomicina e ampicilina. Para os antibidticos gentamicina, novobiocina e neomicina
observou-se eficacia contra 32,2%, 12,9% e 9,7% das amostras, respectivamente.

Enquadradas no perfil de sensibilidade intermediaria encontraram-se 25,8%
das amostras testadas para gentamicina; 9,7% para neomicina; 6,4% para ampicilina,
tetraciclina e penicilina e 3,2% para amoxicilina e lincomicina.

Em relagdo ao perfil de resisténcia, 87,1% das amostras apresentaram
resisténcia a novobiocina; 80,6% a neomicina; 41,9% a gentamicina; 19,3% a
lincomicina; 16,1% a ampicilina, orbifloxacina e penicilina; 12,9% a sulfa-
trimetoprim; 6,4% a cefazolina, norfloxacina e amoxicilina; e 3,2% a ciprofloxacina,
cloranfenicol e tetraciclina.

Os resultados de sensibilidade e resisténcia dos 31 isolados de C.
pseusotuberculosis aos 14 antimicrobianos, expressos em nimeros absolutos sdo

apresentados na figura 2.
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Dos 14 antibioticos testados, seis apresentaram eficacia acima de 90% sobre
as amostras testadas, sendo consideradas como de 6tima acao e trés foram eficientes

para menos de 70% das amostras testadas, sendo considerados de baixa agdo (Tabela

).

Tabela 1 - Percentuais de sensibilidade in vitro de isolados de Corynebacterium
pseudotuberculosis frente a 14 antimicrobianos.

Antimicrobiano Frequéncia Absoluta Freqiéncia Relativa (%)
Ciprofloxacina 30/31 96,80
Cloranfenicol 30/31 96,80
Norfloxacina 29/31 93,50
Cefazolina 29/31 93,50
Amoxicilina 28/31 90,30
Tetraciclina 28/31 90,30

Sulfa-Trimetoprim 27/31 87,10



Orbifloxacina 26/31 83,90

Ampicilina 24/31 77,40
Penicilina 24/31 77,40
Lincomicina 24/31 77,40
Gentamicina 10/31 32,20
Novobiocina 4/31 12,90
Neomicina 3/31 9,70

Verificou-se que, para todos os 14 antibioticos testados, houve, pelo menos,
um isolado resistente. O que discorda de Literak et al. (1999) que testaram 10
isolados de C. pseudotuberculosis frente a 15 antimicrobianos ¢ ndo encontraram
nenhuma resistente, sendo seis destes antimicrobianos utilizados neste estudo
(ampicilina, penicilina, ciprofloxacina, gentamicina, norfloxacina e
trimetoprim/sulfametoxazole). Este fato demonstra a grande variabilidade na
sensibilidade a antimicrobianos desse agente.

Judson e Songer (1991), encontraram resultados semelhantes aos do presente
estudo, relatando varia¢des nos padrdes de sensibilidade e resisténcia dos isolados
frente aos diferentes grupos de antibidticos utilizados.

Sobre a multirresisténcia, observou-se variagao desde nenhuma resisténcia
(isolado 25), a resisténcia a oito diferentes drogas (isolado 28). Estes resultados

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Multirresisténcia de isolados de Corynebacterium pseudotuberculosis a
antimicrobianos.

Amostras N° de antibiéticos resistentes
25 0
6 10 e 62 1
8 22 29 36 48 50 55 64 69¢70 2
27 30 34 35 43 44 e 45 3
32 42 47 e 61 4
21 5
11 e 24 6
20 e 41 7
28 8

Os resultados de sensibilidade acima de 90% das amostras para norfloxacina,
assim como os resultados de sensibilidade abaixo de 70% para neomicina e
gentamicina, estdo em acordo com os obtidos por Shpigel et al. (1993) que,
trabalhando com um surto de linfadenite caseosa em gado leiteiro, encontraram
sensibilidade das amostras para norfloxacina de 93,5%, e para neomicina e

gentamicina de 9,7% e 13,3%, respectivamente; discordando, entretanto, em relagao



aos demais antibioticos testados.

A alta resisténcia desses isolados de C. pseudotuberculosis nitrato negativas
aos aminoglicosideos (neomicina e gentamicina), estd dentro das espectativas dos
resultados visto ndo serem esses antimicrobianos considerados eficientes frente a
Gram-positivos de uma forma geral; além disso, os trabalhos de Judson e Songer,
(1991), avaliam essa situagdo quando comparam a resposta a essa classe de
antimicrobianos do biovar equi (nitrato positivo) e 0vis (nitrato negativo),
demonstrando uma resisténcia significativamente maior para os tltimos. De acordo
com Bryan et al. (1980), isto esteja relacionado com a capacidade de reduzir nitrato a
nitrito e, conseqiientemente, a capacidade da célula em transportar através de sua
membrana aminoglicosideos e outras moléculas semelhantes.

Os 14 antimicrobianos utilizados neste estudo representam dez classes: as
cefalosporinas de 1? geracdo (cefazolina); o cloranfenicol que forma uma classe a
parte; as quinolonas (norfloxacina e ciprofloxacina); as fluorquinolonas
(orbifloxacina); as tetraciclinas (tetraciclina); penicilinas (penicilina);
aminopenicilinas (amoxicilina e ampicilina); as sulfonamidas e diaminopirimidina
(sulfadiazina + trimetoprim) e a novobiocina (isolada do Streptomyces spheroides),
todos possuindo reconhecida maior ou menor atividade sobre bactérias Gram-
positivas. Também foram estudados representantes das classes dos aminoglicosideos
ou aminosideos (gentamicina e neomicina) e lincosamidas (lincomicina) que sao
reconhecidamente de pouca acdo sobre bactérias Gram-positivas.

Deve-se ressaltar que em toda regido estudada, as praticas de manejo sdo
semelhantes, principalmente no que diz respeito a utilizacao de antibioticoterapia
contra as diversas afec¢des normalmente correntes nessas criagoes, estando restrita
essa pratica a utilizagcdo de um pequeno grupo de farmacos facilmente encontrados no
mercado e de custo mais acessivel como associagdes de penicilina +
diidroestreptomicina, terramicinas e sulfas. Dessa forma, a variabilidade na
sensibilidade das amostras tanto as moléculas normalmente nao utilizadas a campo
como as freqiientemente utilizadas, pressupde a existéncia de variabilidade genética
entre essas amostras relacionada a resisténcia.

Em relagado a utilizagdo dessas drogas nos animais com a doenca deve-se
considerar que apesar de existirem neste estudo antimicrobianos de cinco classes
distintas considerados como de excelente agao in vitro contra C. pseudotuberculosis,

a escolha e utilizacdo de um farmaco nao se baseia nica e exclusivamente na sua



acdo em testes laboratoriais, pois varios fatores podem interferir nos resultados
obtidos no tratamento (PUYT, 1992).

As caracteristicas patogénicas de C. pseudotuberculosis como o parasitismo
intracelular facultativo e, principalmente, as lesdes abscedantes produzidas por esta
bactéria dificultam ou impedem a a¢do eficaz do antimicrobiano. Ainda, C.
pseudotuberculosis faz parte de um grupo de bactérias produtoras de biofilme, uma
forma de crescimento onde as colonias estdo envolvidas em uma matriz extracelular
de carboidrato ou exopolissacarideo o que lhes confere protecao contra agressoes
tanto do ambiente externo como do hospedeiro, sendo bastante eficiente na protecao
contra varios antibidticos (OLSON et al., 2002). Essas caracteristicas provavelmente
tornam as drogas lipofilicas mais efetivas do que as demais, além de exigir um tempo
de tratamento prolongado (PRESCOTT e BAGGOT, 1988).

Ainda de acordo com Puyt (1992), nenhuma antibioticoterapia tem a pretensao
de erradicar em 100% a populagdo bacteriana patégena, mas sim, reduzir sua
populagdo de forma a permitir que a resposta imune do hospedeiro encontre
condi¢des para eliminar o agente. Assim, ¢ importante considerar a idade, o estado
nutricional, as condi¢des sanitérias, e, principalmente, a concentracao e o tempo de
tratamento no prognostico da antibioticoterapia.

A utilizagao de antibioticoterapia na LC pode ser vista como elemento
importante no controle da doenca em casos individuais, principalmente em animais de

alto valor zootécnico. Entretanto, este elemento devera estar associado ao controle
cirargico e imunoprofilatico para reduzir as perdas econdmicas nos rebanhos com alta

prevaléncia da doenga, como discutido anteriormente por Peel et al. (1997).

A possibilidade de C. pseudotuberculosis acometer seres humanos gera a
necessidade de conhecer a a¢do dos diferentes antimicrobianos que possam ser
selecionados para esses casos. Além disso, a produgdo de meios de cultura seletivos
para C. pseudotuberculosis também pode ser beneficiada a partir do conhecimento do

grau de resisténcia desse agente aos antimicrobianos.



1) 6.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que existe variagdo no
perfil de sensibilidade e resisténcia de C. pseudotuberculosis a antimicrobianos
independente da espécie e municipio, 0 que comprova uma variagdo fenotipica entre
os isolados estudados e pode estar relacionada a algum gene ou grupo de genes de
resisténcia. O estudo desses genes ¢ um passo importante na ampliagdo do
conhecimento desse agente o que podera subsidiar o desenvolvimento de novas e

mais eficazes medidas de controle da LC.
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