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RESUMO

A linfadenite caseosa (LC), doenca infecciosa caracterizada pela formacao de lesées
abscedantes, sobretudo, em linfonodos, se destaca como de grande relevancia
econOmica por ser umas das principais causas de condenagdo de carcacas de
pequenos ruminantes e ocasionar intensa depreciacdo do couro destes animais.
Objetivou-se avaliar reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real na
deteccdo do Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos. Foram avaliados
643 caprinos, dos quais 25 animais com lesdes abscedantes superficiais foram
submetidos a colheita de conteido de abscesso, para a identificagio do C.
pseudotuberculosis por meio do isolamento bacteriolégico e da PCR em tempo real.
Adicionalmente, amostras de sangue, leite e fezes também foram processadas pela
PCR tempo real, para estimar a eliminacao do agente por estes espécimes. Das 25
amostras de contetido de abscesso submetidas ao isolamento bacteriolégico e a
PCR, 72% (18/25) e 36% (9/25), respectivamente, resultaram positivas para o C.
pseudotuberculosis, havendo correlagdo positiva entre os testes. A bactéria ainda
foi detectada nas frequéncias de 8% (2/25), 4% (1/25) e 0% (0/25) no leite,
sangue e fezes, respectivamente. A PCR em tempo real, quando aplicada
diretamente em amostras de contetido de abscesso, ndo apresentou confiabilidade
consideravel para o diagndstico da LC em caprinos, apesar dos resultados
preliminares da técnica na caracterizacdo da eliminagdo do agente pelas vias lactea

e hemato6gena.

Palavras-chave: linfadenite caseosa, cabras, diagnéstico.



ABSTRACT

The caseous lymphadenitis (CL), infectious disease characterized by the formation
of lesions abscedantes, especially in lymph nodes, stands out as a great economic
importance because it is one of the main causes of condemnation of carcasses of
small ruminants and cause severe depreciation of leather these animals. This study
aimed to evaluate the polymerase chain reaction (PCR) in real time for detection of
Corynebacterium pseudotuberculosis in goats. 643 goats were evaluated, of which
25 animals with lesions abscedantes surface underwent harvest of abscess
contents, for the identification of C. pseudotuberculosis through bacterial isolation
and real time PCR. Additionally, blood, milk and feces were also processed by real
time PCR for estimating the elimination of the agent in these specimens. Of the 25
samples content abscess subjected to bacterial isolation and PCR, 72% (18/25)
and 36% (9/25), respectively, were positive for C. pseudotuberculosis, there is a
positive correlation between the tests. The bacterium also was detected at
frequencies of 8% (2/25) 4% (1/25) and 0% (0/25) in milk, blood or feces,
respectively. The real-time PCR, when applied directly to samples of abscess
contents, showed no considerable reliability in the diagnosis of CL in goats, despite
the results of the preliminary characterization technique in drug elimination by

hematogenous and lactea routes.

Key-words: lymphadenits caseous, goats, diagnosis.
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INTRODUCAO

A caprinovinocultura, anteriormente voltada apenas a subsisténcia, como
alternativa nutricional as popula¢des de baixa renda, tem se tornado uma atividade
em ascendéncia e de grande representacdo socio-econémica no Brasil, sobretudo
na regiao Nordeste, que detém a maior parcela do efetivo nacional. O crescimento
deste setor pecuario vem sendo acompanhado pelo elevado nimero de pesquisas
voltadas a potencializagdo da produg¢do animal, bem como o beneficiamento de

seus produtos, em particular a carne, o leite e o couro.

A cadeia produtiva do couro, por exemplo, é um forte alavancador da
economia nacional, sendo a industria brasileira um dos maiores exportadores
mundiais, apresentando tradicionalmente excelentes indicadores de
competitividade. Desde a década de 90, anualmente o pais arrecada cerca de US$
2,5 bilhdes nas exportagdes de couro, estando a regido Nordeste contribuindo com
11% de participagdo. De acordo com o Ministério do Trabalho, em 2005 a cadeia

couro-calgadista ja somava 1,46% do valor bruto da producdo industrial nacional.

Sabe-se que os indices de produtividade de um rebanho estdo diretamente
relacionados aos diferentes sistemas de criacdo, principalmente no que se refere
ao controle sanitario das propriedades. Neste contexto, a linfadenite caseosa se
destaca como uma doenga infecciosa de grande relevancia econémica, visto que
representa umas das principais causas de condenac¢ao parcial ou total de carcagas
de pequenos ruminantes, além de ocasionar intensa depreciacdo da 1a e do couro,
atribuindo, portanto, restricdes a comercializacdo, ao manufaturamento e a

exportacdo dos produtos carneos e do couro e seus derivados.

Adicionalmente, o déficit na producao leiteira, bem como a predisposicdo a
problemas reprodutivos, infec¢des intercorrentes e eventuais 6bitos sdo outros
aspectos desfavoraveis acarretados pela introducdo da linfadenite caseosa nos

rebanhos.

Sua prevaléncia possui importancia mundial, principalmente em locais com
tradicdo na criacdo de ovinos e caprinos, como Nova Zelandia, Espanha, Francga,
Australia, Suica e Holanda, mas é considerada alta em varios outros paises, visto o

grande niamero de notificacdes. Contudo, epidemiologistas indicam que, em alguns
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paises, esta prevaléncia ainda pode ser subestimada, provavelmente devido a ndo
exigéncia de sua notificagdo e ao baixo nivel de conhecimento, por parte dos

produtores, sobre sua impacta¢do econdémica.

No Brasil, as elevadas prevaléncias nos estados estdo sendo caracterizadas
como um problema enzootico, especialmente no Nordeste, que vem apresentando
taxas variando entre 24 e 50% de caprinos infectados, com destaque para

Pernambuco.

Embora existam varios testes para a deteccdo da doenca, o diagnoéstico
definitivo, denominado também de padrao-ouro, ainda é estabelecido pelo
isolamento bacteriolégico, associado as provas bioquimicas, porém esta técnica

esta limitada a identificacdo de animais com apresentacao clinica da enfermidade.

Um aspecto importante a ressaltar é a deficiéncia na investigacdo de animais
assintomaticos para definir a real prevaléncia da linfadenite caseosa nos rebanhos
e promover a sua erradicacdo, demonstrando a necessidade da aplicacao de testes
diagnodsticos capazes de identificar estes portadores inaparentes, os quais

representam uma fonte de transmissdo em potencial para os outros animais.
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real na detecgdo

do Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos.

1.2 Especificos

e Identificar a frequéncia de caprinos leiteiros, criados no estado de

Pernambuco, com evidéncias clinicas da linfadenite caseosa;

e Identificar o C. pseudotuberculosis em material biolégico proveniente de

abscessos, por meio de cultivo bacteriolégico e da PCR em tempo real;

e Determinar a sensibilidade, especificidade e acuracia da técnica da PCR em

tempo real, considerando o cultivo bacteriol6gico como teste padrao-ouro;

e Estimar a frequéncia de eliminacdo do C. pseudotuberculosis pelas vias

hemato6gena, digestiva e lactea em caprinos infectados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfadenite caseosa

A linfadenite caseosa (LC), denominada popularmente como “mal do caro¢o”,
¢ uma enfermidade bacteriana infecto-contagiosa, de curso cronico, que acomete
varias espécies de mamiferos, com maior significado clinico e econémico em

pequenos ruminantes (DORELLA et al.,, 2006; WINDSOR, 2011).

O agente etiolégico foi isolado pioneiramente no Reino Unido, em 1888, pelo
bacteriologista francés Edmond Nocard, recebendo o nome de bacilo de Preisz-
Nocard (SMITH, 2003). Em 1896, os pesquisadores alemdes Lehmann e Neumann
modificaram a nomenclatura para Bacillus pseudotuberculosis, devido a
semelhanca clinica com as lesdes caseosas da tuberculose (FONTAINE & BAIRD,
2008). Contudo, posteriormente foi inserido no género Corynebacterium,
atribuindo a denominacao de Corynebacterium ovis, e, em 1948, foi reclassificado
como Corynebacterium pseudotuberculosis, mantido até os dias atuais (EUZEBY,

2005; BELCHIOR et al,, 2006; MCKEAN, DAVIES & MOORE, 2007).

O Corynebacterium pertence a familia Actinomicetaceae, a qual também
agrupa os géneros Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium e Arcanobacterium, em
funcdo das similaridades sorolégicas e quimicas entre os microorganismos

(CLARRIDGE & SPIEGEL, 1995; BAIRD, 2003; BAIRD, SYNGE & DERCKSEN, 2004).

Existem dois biovares do C. pseudotuberculosis, o biotipo equi e o biotipo ovis,
no qual apenas este ultimo esta associado a infeccdes em pequenos ruminantes

(COSTA, 2002; BELCHIOR et al., 2006).

Estas bactérias sdo caracterizadas como cocobacilos intracelulares e
anaerobicos facultativos, pleomorficos, ndo formadores de esporos, Gram
positivos, que apresentam arranjo microscépico em forma de “palicada” ou “letra
chinesa” (QUINN, CARTER & MARKEY, 1994; DORELLA et al,, 2006). Quanto as
caracteristicas bioquimicas, sdo catalase e urease positivos, geralmente redutores
de nitrato, fermentares de carboidratos, com excecao da lactose, com producao de
acido e sem formacao de gas, e ndo apresentam atividade proteolitica (HOLT et al,,

1994; COSTA, 2002).
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Um importante fator na propagac¢do da bactéria e disseminacao da doenga,
além do contato direto entre animais enfermos e sadios, consiste na ruptura dos
abscessos e consequente elimina¢do de elevada quantidade de microorganismos
vidveis no ambiente (cercas, apriscos, instrumentos de trabalho, aparelhos de
tosquia), na agua e nos alimentos (WALKER, 1996; WINDSOR & EPPLESTON,
2006). Quando se trata de ovinos, admite-se que, em fun¢do do manejo sanitario de
certas propriedades, os banhos de imersdo correspondem ao principal meio de

transmissdo (COSTA, 2002; RADOSTITS et al., 2007).

A associacdo com a grande rotatividade de animais (PATON, 2000), a alta
densidade populacional nos criatérios (PUGH, 2004), o confinamento (WINTER,
1997), as condigdes precarias de higiene (SMITH & SHERMAN, 1994) e, em
especial, a manutenc¢do de animais infectados também favorece a perpetuacao do

agente nos rebanhos (BAIRD & FONTAINE, 2007; WINDSOR et al., 2011).

Nestas condigdes, o C. pseudotuberculosis penetra no organismo por meio de
solugdes de continuidade da pele ou mesmo no tecido ileso (WINDSOR &
EPPLESTON, 2006), e pela via oro-nasal através dos aerosséis suspensos no
ambiente (CORREA & CORREA, 1992; ZARRAGA, SCARAMELLI & VALEIRON,
2006).

A via hematégena, por meio da reutilizacio de agulhas em diferentes
animais, procedimentos cirurgicos, como castragdes, ou acdo mecanica de insetos
hematdéfagos, por exemplo, também estd evidente no processo de transmissdo,
infeccdo e eliminacdo do agente etiolégico (SMITH, 2003; WINDSOR &
EPPLESTON, 2006; RIET-CORREA, 2007).

Quanto ao sistema reprodutivo, recente estudo demonstra que a viabilidade
do sémen ndo é prejudicada em animais infectados, com excecdo dos que
apresentam grandes abscessos na tlnica adjacente ao cordao espermatico, devido
ao aumento de temperatura decorrente do processo inflamatério, podendo reduzir
assim a qualidade dos espermatozoides. Contudo, a transmissao da bactéria seria

improvavel por esta via (GOULETSOU & FTHENAKIS, 2010).

No Brasil, o isolamento do C. pseudotuberculosis no sémen de animais de

producao nao havia sido relatado, até sua descricdo em um carneiro oriundo do
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Rio Grande do Sul, citado por Camargo et al. (2010), salientando a importancia de

maiores pesquisas quanto a transmissao seminal da LC.

Nao existe predisposicao sexual, porém a faixa etaria parece ser um aspecto
importante, na qual os animais mais velhos, sobretudo ap6s dois anos de idade, sdo

mais acometidos (GASPAROTO, 1996; MEYER et al.,, 2002).

Sua patogenicidade esta relacionada a dois principais fatores de viruléncia, a
fosfolipase D, uma exotoxina dermonecrdtica e hemolitica, e o acido micélico, um

lipideo de parede celular (EUZEBY & GUERIN-FAUBLEE, 2000; COSTA, 2002).

Apés a penetracdo no organismo, as bactérias sao englobadas por neutrofilos
e macrofagos (PATON et al,, 2003; BAIRD & FONTAINE, 2007). A fosfolipase D, por
meio da hidrdlise de ligacoes de fosfato, desestabiliza a membrana celular de vasos
sanguineos e, em conjunto com mediadores proé-inflamatérios, aumenta a
permeabilidade vascular, o que permite o extravasamento de plasma e a conducao
das bactérias, através dos fagécitos, até os linfonodos regionais, pela via linfatica
(PEPIN, BISRAME & MARLY, 1989; GHANNOUM, 2000; FONTAINE et al., 2006;
SANCHES, 2008).

Concomitantemente, estes microorganismos iniciam sua multiplicacdo nos
fagolisossomos, devido ao acido micélico, que impede a hidrolise enzimatica dos
lisossomos dos fagécitos (WILLIAMSON, 2001; MEYER et al., 2005). Em seguida ha
a ruptura destas células, por acdo da fosfolipase D, levando a necrose, inflamag¢ao

local e liberacdo de novas bactérias (BAIRD & FONTAINE, 2007).

Alguns autores apontam outro fator de viruléncia denominado de protease
corinebacteriana de 40 quilodaltons, uma proteina imunogénica responsavel por
uma alta prote¢do ao agente contra a resposta mediada por células (WALKER et al.,

1994; WILSON et al.,, 1995; ARRUDA, 2006).

A resposta imunolégica do hospedeiro é conter o processo através da
formac¢do de uma capsula colagenosa ao redor da lesdo necrotica, formando, entao,
um microabscesso na camada cortical do linfonodo durante as primeiras 24 horas
(JUBB, KENNEDY & PALMER, 1985; JONES, HUNT & KING, 2000; FONTAINE et al.,
2006). A lesdo inicia sua expansao progressivamente e em aproximadamente seis

dias apresenta um aumento de tamanho significativo (BAIRD & FONTAINE, 2007).
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Ha a formagdo de diversas camadas em fungao dos varios ciclos de necrose e
encapsulamento e da deposicdo de ions de calcio em arranjo concéntrico,
caracterizando a calcificagdo distrofica secundaria ao processo crénico e dando a
lesdo o aspecto de “cebola” (JONES, HUNT & KING, 2000; MCKEAN, DAVIES &
MOORE, 2007). O processo resultara na degeneracao do linfonodo, cuja resolucdo

nesta fase torna-se improvavel (BAIRD & FONTAINE, 2007).

No interior do abscesso sao encontrados neutrofilos, macréfagos, células
gigantes de Langhans, linfécitos B e T (CD4+ e CD8+), bactérias, debris celulares e
alta proporg¢do de eosindfilos, responsavel pela coloragdo esverdeada ao conteido
purulento, o qual inicialmente é flutuante, caseoso, tornando-se gradualmente

sélido (COLLETT et al., 1994; COSTA, 2002).

A apresentacdo destas lesdes abscedantes pode ocorrer sob duas formas
clinicas, a superficial e a visceral, cujas lesdes surgem em linfonodos superficiais ou
internos, respectivamente (ZARRAGA, SCARAMELLI & VALEIRON, 2006). Os
principais ganglios afetados sao os linfonodos submandibulares, parotideos, pré-
escapulares, pré-femorais, supra-mamarios, popliteos, mediastinicos e
mesentéricos (MENZIES et al., 1991; SMITH, 2003; PUGH, 2004; BELCHIOR et al,,
2006; RADOSTITS et al., 2007).

Além dos nédulos linfaticos, o C. pseudotuberculosis, dependendo de certas
condigdes, tais como viruléncia da linhagem, carga bacteriana infectante e higidez
do animal (BELCHIOR et al.,, 2006), pode acometer articulagdes, pulmdes, baco,
figado, rins, encéfalo e outros 6rgaos (FONTAINE & BAIRD, 2008). Por isso, esta
frequentemente associado a casos de broncopneumonia crénica, pleurite, mastite,
pielonefrite, quadros neurolégicos, abscessos subcutianeos ou viscerais (ALVES,
SANTIAGO & PINHEIRO, 2007; MCKEAN, DAVIES & MOORE, 2007; RADOSTITIS et
al, 2007; RIET-CORREA, 2007), muitas vezes observados em necropsia (JONES,
HUNT & KING, 2000).

Neste sentido, as perdas econdmicas geradas incluem perda de peso
cronica, problemas reprodutivos, déficit na producao leiteira, infeccoes em 6rgaos
vitais e eventuais Obitos por disseminacdo sistémica do organismo (SMITH, 2003;
RADOSTITS et al, 2007). Ainda representa umas das principais causas de

condenacdo parcial ou total das carcacas de pequenos ruminantes, sendo um
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entrave a comercializacdo e exportacdo da carne (BROWN et al. 1987; COLLETT et
al., 1994; COSTA, 2002; SMITH, 2003; VALE et al., 2003; FONTAINE & BAIRD,
2008).

A enfermidade também se destaca por ocasionar intensa depreciacao da la e
do couro dos animais, item bastante utilizado na confeccao de diversos produtos,
impondo restrigdes a cadeia produtiva destes (MELO & LEITE, 2003), quer no
processo de manufaturamento ou na exportagcdo (EGGLETON et al.,, 1991; BRASIL,
2001; BRASIL, 2002; BRASIL, 2008b).

O carater zoonético da LC é relatado por alguns autores, especialmente em
humanos imunossuprimidos (HOUSE et al., 1986; BELCHIOR et al., 2006; JOIN-
LAMBERT et al, 2006) e em populagdes de risco, composta por individuos
consumidores do leite de cabra ou ovelha (WATSON & PREECE, 2001; ABREU et
al, 2008) ou que mantem o contato direto com animais infectados e suas
secregdes, como criadores, tratadores, ordenhadores, funcionarios de abatedouros
e ainda médicos veterinarios, zootecnistas e técnicos agricolas (RIBEIRO et al,,
2001; RADOSTITS et al, 2007). As manifestacdes clinicas no homem sdo
semelhantes as observadas nos animais (MILLS, MITCHELL & LIM, 1997; PEEL et
al,, 1997).

A identificagdo da LC nos rebanhos é realizada tradicionalmente com base
nos dados de anamnese e historico, no exame clinico dos animais, com énfase no
sistema linfatico, presenca de cicatrizes sugestivas e nos achados de necropsia
(PUGH, 2004; ANDERSON, RINGS e PUGH, 2005; BELCHIOR et al., 2006; MELO et
al,, 2010).

A analise das caracteristicas macroscopicas do exsudato dos abscessos
também é indicada por ser bastante sugestivo a enfermidade (SMITH e SHERMAN,
1994). Todavia, o cultivo bacterioldgico, associado as provas bioquimicas, é que
estabelece o diagndstico definitivo (CARTER, 1990; MALONE, 2005; BAIRD &
FONTAINE, 2007).

O exame citopatolégico, por meio da puncao aspirativa por agulha fina, é um
método simples, rapido, de baixo custo, mas apenas presuntivo, assim como o
exame histopatologico (JONES, HUNT & KING, 2000; RIBEIRO et al., 2001; QUINN
etal, 2005).
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Quando se trata da investigacdo da imunidade mediada por células, principal
mecanismo imunolégico desencadeado pela doenga (AYERS, 1977; TIZARD, 2009),
a quantificacdo de interferon gama sanguineo (MEYER et al.,, 2005; SUNIL et al,,
2008) e testes alérgicos também sdo algumas das ferramentas diagndsticas
utilizadas (LANGENEGGER & LANGENEGGER, 1991; ALVES & OLANDER, 1999),

mas com resultados ndo muito promissores.

Testes soroldgicos vém sendo desenvolvidos ha décadas no sentido de
detectar resposta humoral, sobretudo, para exotoxina fosfolipase D (DERCKSEN et
al, 2000). Alguns exemplos sdo imunofluorescéncia indireta (BELCHIOR et al.,
2006), inibicdo sinérgica da hemolise (BAIRD & FONTAINE, 2007),
microaglutinagdo (CAMERON et al, 1972), hemaglutinagdo indireta
(LANGENEGGER & LANGENEGGER, 1991), imunodifusdo dupla (BURRELL, 1980),
fixacdo do complemento e ensaio imunoenzimatico (KABA, KUTSCHKE &
GERLACH, 2001), sendo este ultimo o mais utilizado e estudado, por demonstrar
maior sensibilidade e especificidade (CARMINATTI et al., 2003; SEYFFERT et al,,
2010).

No entanto, determinados fatores, como titulos de anticorpos circulantes
reduzidos durante o periodo de laténcia do patdégeno e reagdes cruzadas com
outros microorganismos, devem ser considerados por interferir na eficiéncia

destes testes (DEKERSEN et al., 2000; SEYFFERT et al., 2010).

Em contra partida, a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
aplicada ao diagndstico da LC, além do curto tempo de execugdo, vem
apresentando elevada sensibilidade e especificidade, podendo ser uma alternativa
as limitagdes impostas pela sorologia (CETINKAYA et al., 2002). Atualmente, este
teste molecular é considerado referéncia no diagndstico da LC no Centro Francés

de Corynebacterioses do Instituto Pauster (PACHECO et al., 2007).

Quanto ao diagnoéstico diferencial, quer clinico ou laboratorial, devem ser
incluidos neoplasias, abscessos pos-vacinais, infec¢des por Arcanobacterium
pyogenes, Actinobacillus, Arcanobacterium e Staphylococcus, paratuberculose
(RENSHAW, GRAFF & GATES, 1979) e, principalmente, a tuberculose caprina
(MELO et al., 2005; MELO et al., 2008; MELO et al., 2010), enfermidade inserida no
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mesmo plano de investigacao clinico-epidemioldgica que a LC (SALDANHA et al,,
2005).

A prevaléncia da LC possui relevancia mundial (BINNS, BAILEY & GREEN,
2002; BAIRD & FONTAINE, 2007; MOTTA, CREMASCO & RIBEIRO, 2010),
principalmente em locais com tradi¢do na criagdo de ovinos e caprinos, como Nova
Zelandia, Espanha, Francga, Australia, Suica e Holanda (BELCHIOR et al., 2006), mas
é considerada alta em varios outros paises, tendo em vista o grande ndmero de
notificagbes (YERUHAM et al, 1996; AL-RAWASHDEH & QUDAH-AL, 2000;
CONNOR et al., 2000; MOLLER et al,, 2000; BEN SAID et al.,, 2002;. BINNS et al,,
2002; CUBERO PABLO et al., 2002; ARSENAULT et al., 2003; PATON et al., 2003;
PATON etal, 2005; FONTAINE et al., 2006).

Outros estudos demonstram que, em alguns paises, esta prevaléncia ainda
pode ser subestimada, visto a ndo exigéncia de sua notificacdo compulséria e a
falta de conhecimento, por parte dos produtores, sobre a impactacdo econémica da
doenca nos rebanhos (STOOPS et al., 1984; PATON et al.,, 1988; STANFORD et al,,
1998; MOLLER et al., 2000; CETINKAYA et al., 2002; BAIRD & FONTAINE, 2007).

No Brasil, o forte potencial da caprinovinocultura impulsiona o pais a um
aumento consideravel na produ¢do pecudria, tendendo a um crescimento
continuado (BRASIL, 2007; BRASIL, 2008a), porém as elevadas prevaléncias da LC
em varios estados (BENTO & ZONI, 1986; NOZAKI, FARIA & MACHADO, 2000;
CUBERO PABLO et al., 2002; COSTA, 2002; MOTTA, CREMASCO & RIBEIRO, 2010)
estdo sendo caracterizadas como um problema enzodtico, sobretudo na regido
nordeste, que concentra um grande efetivo destes pequenos ruminantes (MOURA
COSTA, 1973; LIMA, 1980; UNANIAN, SILVA & PANT, 1985; BROWN et al. 1987;
RIBEIRO et al., 1988; ALVES & PINHEIRO, 1997; RIET-CORREA et al,, 2007; MELO
etal, 2010; ANDRADE et al., 2012).

Estudos realizados nesta regido, com destaque para o Estado de
Pernambuco, descreveram a ocorréncia de 24 a 50% de caprinos infectados (RIET-
CORREA et al,, 2007; ABREU et al,, 2008; SA, 2012). Pesquisadores atribuem estas
elevadas taxas aos ferimentos cutaneos ocasionados pela abrasdo de espinhos de
plantas cactaceas, caracteristicas da regido, predispondo a infeccao nos animais,

notavelmente em caprinos (COSTA, 2002; RIET-CORREA et al,, 2007).
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Outro aspecto importante a ressaltar seria de que a investigacao de animais
assintomaticos é insuficiente para definir a real prevaléncia nos rebanhos e
promover a sua erradicacdo (PATON et al, 1988; STANFORD et al, 1998;
CETINKAYA et al, 2002; BAIRD & FONTAINE, 2007). Em um inquérito soro-
epidemioldgico realizado no Estado de Minas Gerais (SEYFFERT et al., 2010), por
exemplo, 78,9% dos caprinos apresentaram soropositividade a detec¢do de
anticorpos anti - C. pseudotuberculosis, resultado expressivamente superior aos
17,5% apenas de animais com sintomas clinicos caracteristicos da doenca,
demonstrando a necessidade da aplicacdo de testes diagndsticos capazes de
identificar portadores inaparentes (BELCHIOR et al., 2006), que representam uma

fonte de transmissdo para os outros animais (ELLIS et al., 1987).

Embora, o C. pseudotuberculosis tenha sensibilidade in vitro mediante
determinados antimicrobianos, tais como oxitetraciclina, florfenicol, eritromicina,
sulfonamidas, penicilina e rifampicina (JUDSON & SONGER, 1991; QUINN et al,,
1994; COSTA, 2002; SENTURK & TEMIZEL, 2006), o tratamento in vivo, além do
elevado custo, é ineficaz (JOHNSON et al., 1993; VALLI & PARRY, 2007). O fato
pode estar relacionado a propriedade intracelular que o microorganismo confere e
a dificuldade em atingir niveis terapéuticos nos locais de infec¢ao, provavelmente
em decorréncia da formacdo da cipsula que reveste as lesdes granulomatosas

(ALEMAN & SPIER, 2001; CASTILHOS et al., 2002; RADOSTITS et al., 2007).

A terapia homeopatica tem sido citada na literatura, mas ainda é bastante

incipiente (CASTILHOS, PINTO & ALMEIDA, 2002).

Ainda como conduta terapéutica, embora tradicionalmente seja indicada a
drenagem dos abscessos e cauterizagao quimica ou a extirpacao cirturgica (VALE et
al., 2003; BAIRD, 2006; WINDSOR, 2011), a eficacia deste procedimento restrito a
lesdo é questionavel por se tratar a LC de uma doenca sistémica, inclusive com a
possibilidade do comprometimento de linfonodos internos, levando a uma situagao
de alta periculosidade a integridade sanitaria dos rebanhos, em funcao da
consequente manutenc¢do de animais infectados e disseminadores em potencial da

doenga (NOZAK]I, FARIA & MACHADO, 2000).

Diversos tipos de vacinas vem sendo desenvolvidas e disponibilizadas no

mercado no intuito de prevenir e reduzir a frequéncia de casos da doenca. Existem
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as vacinas ativas, atenuadas (MOURA-COSTA et al., 2008), de DNA, bacterinas,
toxdides e recombinantes (CAMERON, 1972; FONTAINE et al., 2006). Contudo, a
maioria dos protocolos vacinais propostos apresentou resultados desapontadores.
O insucesso ¢é apontado, principalmente, devido a falha na estimulacdo de células T
auxiliares do tipo 1 (EGGLETON et al., 1991), na producdo de interferon gama ou
de imunoglobulinas G anti - C. pseudotuberculosis (HODGSON et al., 1994), bem
como a caracteristica intracelular do microorganismo (BLADEN et al, 1969;

BARAKAT etal, 1974).

Apesar disso, alguns paises conseguiram controlar a doenga, divulgando
resultados estatisticamente significantes (MENZIES et al., 1991). Mas, no caso de
areas endémicas, a vacinagdo isoladamente ndo permite este controle (BELCHIOR

etal, 2006).

Assim, medidas higiénico-sanitarias e de biosseguran¢a sao preconizadas
para o controle da LC nos rebanhos. Recomenda-se identificar precocemente
animais acometidos, seja por meio de exame fisico (inspecdo e palpacdo de rotina
na regido correspondente aos linfonodos superficiais) ou pelos testes diagndsticos,
devendo-se separar os animais infectados dos sadios e oportunamente proceder
com o descarte destes (BINNS, BAILEY & GREEN, 2002; BAIRD & FONTAINE,
2007).

Com relacdo ao controle ambiental, sabe-se que, devido a composicdo da
parede celular do C. pseudotuberculosis, 0 mesmo pode sobreviver por semanas,
meses ou um pouco mais de um ano no ambiente (BINNS, BAILEY & GREEN, 2002;
BAIRD & FONTAINE, 2007; RADOSTITS et al., 2007; WINDSOR et al., 2011), mesmo
sob situacdes adversas de exposicao solar e dessecacao (YOZWIAK & SONGER,
1993; WINTER, 1997; COSTA, 2002).

Apesar de que a maioria dos desinfetantes, a exemplo do hipoclorito de
sédio, formol e solucdo de cresol, seja eficaz na destruicdo das bactérias (LEON-
VISCAINO et al., 2002), estas também resistem em solucdes desinfetantes por 24
horas ou mais e, na presenca de material fecal, é exigido um maior tempo de
permanéncia dos produtos (ISMAIL & HAMID, 1972; NAIRN & ROBERTSON, 1974;
COLLETT etal., 1994).
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Entdo, as instalagdes em geral, os instrumentos de trabalho, equipamentos
de tosquia, material cirargico, comedouros e bebedouros devem ser
rotineiramente limpados e desinfectados corretamente, respeitando as
propriedades de cada desinfetante (WILLIAMSON, 2001; SMITH, 2003; WINDSOR,
2011).
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2.2 Isolamento bacterioldgico e caracterizagio bioquimica do

Corynebacterium pseudotuberculosis

O isolamento bacteriolégico e a caracterizacio bioquimica do
Corynebacterium pseudotuberculosis representam o teste confirmatério para
diagnostico da LC, também denominado de padrao-ouro (RIBEIRO et al.,, 2001;
WILLIAMSON, 2001; LEON-VISCAINO et al., 2002). As bactérias sdo cultivadas em
meios enriquecidos com agar-sangue ovino ou caprino a 5% desfibrinado, a uma
temperatura de 37°C, por 24 a 72 horas de incubagdo, em condi¢bes aerdbias ou
anaer6bias (MERCHANT & PACKER, 1967; BUXTON & FRASIER, 1977; CORREA &
CORREA, 1992; PUGH, 2004).

Devido a presenca dos acidos micdlicos na porgao externa da parede celular,
compostos por cadeia longa ramificada 2-3-hidroxi-acidos graxos, as bactérias,
quando cultivadas em meio liquido, possuem tendéncia a formar flocos (CARNE et

al,, 1956; JOLLY, 1966).

As bactérias também podem ser semeadas em caldo de infusdo cérebro-
coracdo (Brain Heart Infusion - BHI) e o acréscimo de triptona, lactoalbumina ou
extrato de leveduras potencializa sua multiplicacao (BATEY, 1986; COSTA, 2002),
assim como a solu¢do de Tween aumenta a atividade hemolitica (QUINN et al,,

1994).

As colonias bacterianas crescidas apresentam diametro de cerca de 1 a 3
mm, cor esbranquicada, ressecada e beta-hemolitica, devido ao efeito citolitico da
fosfolipase D, podendo se movimentar sobre a superficie do meio de cultura
(BIBERSTEIN et al., 1971; QUINN et al., 1994; CORREA & CORREA, 1992; SMITH,
2003; PUGH, 2004; BAIRD, 2006).

Para a identificacdo microscopica das bactérias sdo empregadas as
coloragdes de Gram, Giemsa ou panéptico (QUINN et al., 1994; BAIRD & FONTAINE,
2007), que revelam cocobacilos de arranjo semelhante a letras chinesas

(CETINKAYA etal., 2002; ZARRAGA, SCARAMELLI & VALEIRON, 2006).

A caracterizagdo bioquimica € realizada mediante métodos tradicionais ou
kits comerciais, sendo composta pelas provas de producdo de catalase e urease,

reducdo de nitrato em nitrito e fermentagdo de carboidratos, excetuando a lactose,
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com producgdo de acido e sem produgdo de gas (MUCKLE & GYLES, 1982; SONGER
etal.,, 1988).
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2.3 Reacdo em cadeia da polimerase e sua aplicacdo na medicina veterinaria

A partir dos estudos pioneiros de Watson e Crick sobre o acido
desoxirribonucléico (DNA), em meados da década de 50, surgiu, no campo da
engenharia genética, a biologia molecular, que vem se mostrando, até hoje, como
uma das areas de maior potencial para se investir em pesquisas na medicina
(PINHO, 2006), sendo, também, uma ferramenta diagndstica inovadora, aplicada a
saude animal (CENTIKAIA et al., 2002; CARMINATI, 2005; PACHECO et al,, 2007). A
biologia molecular tem como propdsito elucidar a inter-relacao entre a estrutura e
o funcionamento das moléculas biolégicas, bem como o entendimento sobre os
processos bioquimicos que as mesmas estdo envolvidas (BRASIL, 2000; TURNER et

al, 2004).

O avanco tecnolégico nas ciéncias bioldgicas, sobretudo o dominio sobre a
manipulagdo e analise dos acidos nucléicos, bem como seus produtos génicos, ao
longo dos anos, possibilitou a descoberta de genes de microorganismos causadores
de enfermidades e, consequentemente, uma melhor compreensdo sobre o

mecanismo das doengas (COMES et al, 1996).

Na medicina veterinaria, quando a investigacdo de doencas infecciosas
requer auxilio laboratorial, rotineiramente sdo empregadas técnicas tradicionais e,
as vezes, um tanto quanto limitadas, sob o ponto de vista temporal, da resposta
individual do microorganismo e/ou do hospedeiro (MIELLE FILHO & REMUALDO,
2007). 0 impacto destas diversas afec¢des, no ambito econémico e, até mesmo, da
saude publica, estabelece um ambiente propicio ao desenvolvimento de métodos
diagndsticos mais rapidos e acurados, dentre eles, os ensaios biomoleculares, que

apresentam elevada sensibilidade e especificidade (GATTAS et al., 2002).

H4 poucos anos, surgiram novas técnicas moleculares com capacidade de
identificar determinada sequéncia do genoma de qualquer organismo, mesmo que
a amostra possua um pequeno volume. O mérito se deve a possibilidade da
reproducdo in vitro da replicacdo das fitas de DNA ou RNA, através da reagao em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), formando diversas copias
de um fragmento génico especifico, contendo poucos ou milhares pares de base

(pb) (KRITSKI et al, 1997; TURNER et al., 2004).
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Desde a sua invenc¢do por cientistas da Cetus Corporation, em 1983, a PCR
tornou-se um recurso tecnolégico que modernizou a area da investigacao e do
diagnodstico médico. A habilidade em produzir rapidamente grandes quantidades
de material genético desencadeou avancos cientificos significativos em todas as

areas de ciéncia gendémica (TURNER et al., 2004; ROCHE, 2008).

Apesar disso, embora bastante eficiente, ainda existem alguns entraves
relacionados a técnica, definidos pelo seu elevado custo, relativa complexidade e
falta de padronizacgdo das técnicas de acordo com as amostras utilizadas, levando a
certa variabilidade na sensibilidade e especificidade, o que restringe em parte o

seu uso (MARTIRE, 2009).

A PCR explora a fung¢ao natural de uma enzima denominada de Tagq
polimerase, que é uma DNA polimerase termoestavel, a qual foi isolada de
bactérias da espécie Thermus aquaticus provenientes de fontes hidrotermais, e
possui o poder de amplificacdo de fragmentos de DNA. A fun¢do desta enzima é
semelhante a da DNA polimerase III, ou seja, sintetizar DNA a partir de seus

precursores, no sentido 5’ @ 3’ (EOM et al., 1996).

Para se utilizar da PCR, é preciso conhecer previamente a sequéncia de
genes a que se deseja amplificar e, assim, produzir uma sequéncia de
oligonucleotideos iniciadores, também chamados de primers, para dar inicio as
reacdes. A amplificacdo do material é realizada até que se obtenha uma soluc¢ao
com elevada quantidade de DNA, a ponto de ser detectavel facilmente por métodos
simples e tradicionais de identificacdo de moléculas (MULLIS, 1990; KALIA et al.,
1999; TURNER et al,, 2004).

Inicialmente, é realizada a extracdo do DNA presente em uma amostra clinica
a ser analisada, a qual posteriormente é submetida a uma série de reacgoes ciclicas.

Cada ciclo consiste de trés fases (MULLIS, 1990; BRASIL, 2000):

V Fase de desnaturacio: E a fase na qual ocorre o desenrolamento da fita dupla
do DNA através da quebra das pontes de hidrogénio entre as bases pareaveis

(A-T, G- C),devido ao aquecimento, dando origem a duas fitas simples;

V Fase de hibridizacio ou anelamento: E a fase de pareamento dos primers com

as suas seqiiéncias homologas correspondentes no DNA alvo;
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V Fase de extensdo: E a fase na qual ocorre a polimerizacio de uma nova fita
antiparalela sobre a fita anteriormente desnaturada, sendo a reac¢do catalisada

pela Taq polimerase.

As trés etapas, anteriormente realizadas em banho-maria, ocorrem
atualmente em um termociclador, equipamento que modifica automaticamente as
temperaturas de acordo com cada ciclo e o periodo necessario para as reagdes. O
produto final das trés etapas de um ciclo sera utilizado como substrato para o
proximo de ciclo de amplificagdes, gerando assim uma reacdo exponencial. A
maioria das reagdes da PCR necessita de, em média, 30 a 40 ciclos para que um
Unico fragmento génico apresente mais de 1.000.000.000 de cépias (MELLO &
FONSECA-COSTA, 2005).

O ponto da reagdo que caracteriza a fase final ou estacionaria depende da
quantidade de DNA amplificado. Outros fatores, tais como exaustao de primers ou
de nucleotideos, inativacao da polimerase, excesso de substrato e competicdes com
produtos ndo especificos irdo possibilitar a entrada precoce nesta fase (BRASIL,

2000; TURNER et al.,, 2004)

Os primers e, mais especificamente, a confeccdo deles, é o ponto critico e
limitante da reacdo da PCR. Estas estruturas devem apresentar temperatura de
anelamento ideal, de acordo com a segunda fase do ciclo de amplificacdo,
permitindo a hibridizacao eficiente destas estruturas e extensdo dos fragmentos

pela DNA polimerase (NASCIMENTO et al.,, 2010).

Varios estudos demonstram que ha maior eficiéncia no uso dos primers
quando os produtos amplificados possuem de 80 a 150 pares de base e a
quantidade de citosina e guanina sdo de até 50% do total de bases nitrogenadas
presentes nos primers, pois estas bases fazem trés ligacdes de pontes hidrogénio,
apresentando, assim, maior for¢a de interacdo, quando comparadas a adenina e
timina, e favorecendo, consequentemente, a ocorréncia de estruturas diméricas, ou
seja, anelamento dos primers devido a complementaridade de suas bases.
Atualmente, existem programas de computador que disponibilizam desenhos de
primers com maior eficacia (BROWNIE et al, 1997; BRASIL, 2000; TURNER et al,,
2004).
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Quanto aos componentes basicos de uma reacdo de PCR, além da Tagq
polimerase e dos primers, serao inclusos tampao fosfato, magnésio, nucleotideos e
o DNA, o qual se deseja amplificar. Vale ressaltar que a concentra¢do de ions de
magnésio influencia diretamente na hibridiza¢do, na temperatura de separac¢do do
DNA alvo, no produto de PCR e sua especificidade, na atividade da Taq e na
formacao de dimeros de primers (WIEDBRAUK & FARKAS, 1995; TURNER et al,
2004).

Existem diferentes tipos de reagdes, a saber:

V Reverse Transcriptase Chain Reaction (RT-PCR): antes da etapa de
amplificacdo, na RT-PCR, uma fita de RNA ¢ utilizada pela enzima
transcriptase reversa como molde para a sintese de uma fita de DNA
complementar (cDNA), a qual sera utilizada na PCR (VIEIRA, 2006). Esta PCR
é bastante util nos estudos sobre expressdo génica e virus de RNA (MOLINA &

TOBO, 2004);

V Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP-PCR): consiste em
adicionar enzimas digestivas (endonucleases de restricio) junto a um
material ja amplificado pela reacao de PCR, visando cortar o DNA do material
em posicoes constantes dentro de um sitio. Este método é bastante
empregado no estudo comparativo entre cepas ou sorogrupos de

determinados microorganismos (VIEIRA, 2006);

V Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-PCR): é baseada na
amplificacdo do DNA utilizando um par de primers de baixa especificidade,
desencadeando anelamentos inespecificos. Por meio desta técnica, torna-se
possivel a tipagem de um determinado genoma de um microorganismo, que

sera utilizado no estudo comparativo entre isolados de amostras clinicas

(VIEIRA, 2006);

V PCR Competitiva: além do DNA alvo que se deseja amplificar, também sera
adicionado outro seguimento génico de DNA, com sequéncia, tamanho e
concentracdo conhecidos (controle), e suas extremidades serao
complementares aos mesmos primers que amplificardo a sequencia alvo. No

final da reacdo de PCR, havera dois trechos de DNA, o alvo e o controle. A PCR
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Competitiva, entdo, através da analise do produto do controle, permite a
avaliacdo da eficacia da reacdo, bem como a quantificacdo do DNA alvo

amplificado (VIEIRA, 2006);

V Multiplex PCR: multiplas sequéncias gendmicas, de tamanhos diferentes,
poderdo ser amplificadas em uma mesma amostra e em uma Unica reacao,

cada uma com o seu par de primers especificos (MOLINA & TOBO, 2004);

V Nested PCR: nesta reacdo, a sequéncia gendémica é amplificada de forma
abrangente, copiando até mesmo segmentos localizados fora da mesma, e
utilizando-se este primeiro produto, segue-se a amplificacdo da real
sequéncia-alvo. Deste modo, ha um aumento significativo da sensibilidade e

especificidade da reacao (VIEIRA, 2006);

V Real Time PCR: denominada comumente de PCR em tempo real, consiste em
uma amplificagdo convencional de DNA, porém o resultado da reagdo é gerado
ao longo dos ciclos através da emissdo e andlise de fluorescéncia (VIEIRA,
2006; OTTO, 2006). A captura da fluorescéncia é realizada em um sistema
optico fechado, ou seja, em um termociclador com monitoramento para
emissao de fluorescéncia, convertendo os resultados, simultaneamente, em
um grafico de amplificacdes. Esta técnica apresenta uma elevada sensibilidade
e o risco de contaminagdes é minimizado, sendo bastante utilizada nas

quantificagdes de amostras (MOLINA & TOBO, 2004).

Quando se trata de reagentes de amplificagdo na PCR em tempo real, existem
dois sistemas precursores, SybrGreen® e TagMan®. A diferenca basica nos dois
sistemas é a seguinte: na TaqMan®, serdo adicionados na reacgdo
oligonucleotideos, denominados de sonda, complementares a uma determinada
sequéncia génica do DNA alvo e marcados com um fluoréforo ligado na
extremidade 5°, também conhecido por reporter (R). A sonda ira se hibridizar na
fita de DNA durante sua extensao pela DNA polimerase e o reporter sera clivado,
emitindo, consequentemente, a fluorescéncia. A cada ciclo de amplificacdo ocorre
liberagdao de fluorescéncia, portanto, a reacdo de amplificacdo € diretamente

proporcional a fluorescéncia emitida (NASCIMENTO et al.,, 2010).
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Ja no sistema SybrGreen®, os fluoréforos presentes no reagente se ligam em
toda a dupla fita de DNA formada, emitindo, assim, a fluorescéncia. Ao término da
termociclagem, os resultados serdo gerados sob a forma de curvas de amplificacao,

as quais devem ser analisadas em associacao (NASCIMENTO et al.,, 2010).

Com excecdo da PCR em tempo real, que ja realiza a leitura no préprio
aparelho termociclador, todo produto resultante da reagdo de PCR pode ser
visualizado no gel de eletroforese, seja de agarose ou poliacrilamida, e seu
tamanho deve ser estimado a partir da comparagdo com marcadores sintéticos de
diferentes comprimentos de fragmento, disponiveis comercialmente (MARTIRE,

2009).

Numa cuba de eletroforese, as moléculas de DNA, suspensas em uma solu¢do
eletrolitica denominada tampao de corrida, migrarao na malha do gel devido a uma
determinada voltagem e amperagem aplicada no sistema. No final do processo,
partindo do pressuposto que a fita de DNA possui carga global negativa, as
moléculas de DNA estardo préximas ao catodo - carga positiva (WIEDBRAUK &
FARKAS, 1995).

A finalidade da eletroforese é separar os fragmentos por tamanho, uma vez
que a reacao da PCR gera fragmentos de mesma extensao, e assim purificar o DNA.
As moléculas génicas sdo retidas ou liberadas no gel de acordo ao seu tamanho e o
didmetro dos poros na trama do gel, ou seja, as particulas menores correrao mais

rapidamente no gel e vice-versa (MARTINEZ & PAIVA, 2008).

Ao fim da corrida, o gel deve ser retirado da cuba de eletroforese e colocado
em um recipiente contendo um corante, cuja finalidade é se ligar ao DNA presente
no gel e, consequentemente, permitir que seja visualizada a fluorescéncia das
bandas de DNA quando excitado pela radiacdo ultravioleta (MARTINEZ & PAIVA,
2008). Um corante bastante utilizado é o brometo de etidio, porém, devido a sua
elevada toxicidade, esta substancia vem sendo paulatinamente substituida por

outros corantes, como, por exemplo, o Sybr Gold (INVITROGEN®).
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The caseous lymphadenitis (CL), infectious disease characterized by the
formation of lesions abscedantes, especially in lymph nodes, stands out as a great
economic importance because it is one of the main causes of condemnation of
carcasses of small ruminants and cause severe depreciation of leather these
animals. This study aimed to evaluate the polymerase chain reaction (PCR) in real
time for detection of Corynebacterium pseudotuberculosis in goats. 643 goats were
evaluated, of which 25 animals with lesions abscedantes surface underwent
harvest of abscess contents, for the identification of C. pseudotuberculosis through
bacterial isolation and real time PCR. Additionally, blood, milk and feces were also
processed by real time PCR for estimating the elimination of the agent in these
specimens. Of the 25 samples content abscess subjected to bacterial isolation and
PCR, 72% (18/25) and 36% (9/25), respectively, were positive for C.
pseudotuberculosis, there is a positive correlation between the tests. The bacterium
also was detected at frequencies of 8% (2/25) 4% (1/25) and 0% (0/25) in milk,
blood or feces, respectively. The real-time PCR, when applied directly to samples of
abscess contents, showed no considerable reliability in the diagnosis of CL in goats,
despite the results of the preliminary characterization technique in drug

elimination by hematogenous and lactea routes.

INDEX TERMS: lymphadenits caseous, goats, diagnosis.
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RESUMO. - A linfadenite caseosa (LC), doenca infecciosa caracterizada pela
formacao de lesdes abscedantes, sobretudo, em linfonodos, se destaca como de
grande relevancia econdmica por ser umas das principais causas de condenacdo de
carcagas de pequenos ruminantes e ocasionar intensa depreciacao do couro destes
animais. Objetivou-se avaliar reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
na deteccdo do Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos. Foram avaliados
643 caprinos, dos quais 25 animais com lesdes abscedantes superficiais foram
submetidos a colheita de conteido de abscesso, para a identificacdo do C.
pseudotuberculosis por meio do isolamento bacteriolégico e da PCR em tempo real.
Adicionalmente, amostras de sangue, leite e fezes também foram processadas pela
PCR tempo real, para estimar a eliminacao do agente por estes espécimes. Das 25
amostras de conteido de abscesso submetidas ao isolamento bacterioldgico e a
PCR, 72% (18/25) e 36% (9/25), respectivamente, resultaram positivas para o C.
pseudotuberculosis, havendo correlagdo positiva entre os testes. A bactéria ainda
foi detectada nas frequéncias de 8% (2/25), 4% (1/25) e 0% (0/25) no leite,
sangue e fezes, respectivamente. A PCR em tempo real, quando aplicada
diretamente em amostras de contetido de abscesso, ndo apresentou confiabilidade
consideravel para o diagndstico da LC em caprinos, apesar dos resultados
preliminares da técnica na caracterizacdo da eliminacdo do agente pelas vias lactea

e hematégena.

TERMOS DE INDEXACAO: linfadenite caseosa, cabras, diagnéstico.

INTRODUCAO

A caprinovinocultura, anteriormente voltada apenas a subsisténcia, tem se tornado
uma atividade em ascendéncia e de grande representacdo socio-econdmica no
Brasil, sobretudo na regido Nordeste, que detém a maior parcela do efetivo
nacional de caprinos e ovinos (Medeiros, Sano & Ribeiro 2005). Os indices de
produtividade de um rebanho estdo diretamente relacionados aos diferentes
sistemas de criacao e ao controle sanitario das propriedades (Barcellos et al. 2002;

Carvalho 2011).

Neste contexto, a linfadenite caseosa (LC), doen¢a infecciosa caracterizada

pela formacdo de lesdes abscedantes em ganglios superficiais e viscerais ou em
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orgaos (Radostits et al. 2007), se destaca como de grande relevancia econémica,
por ser umas das principais causas de condenagdo de carcacas de pequenos
ruminantes (Costa 2002, Smith 2003, Vale et al. 2003; Fontaine & Baird 2008),
além de ocasionar intensa depreciacdo da 1a e do couro destes animais. Situacao
esta que atribui, portanto, restricdes a comercializacdo, ao manufaturamento e a

exportacdo de produtos carneos e do couro e seus derivados (Brasil 2008).

Adicionalmente, o déficit na producao leiteira, a predisposicdo a problemas
reprodutivos, infec¢des intercorrentes e eventuais 6bitos sdo outros aspectos
desfavoraveis acarretados pela introdu¢do da LC nos rebanhos (Smith 2003,

Radostits et al. 2007).

Sua ocorréncia possui importancia mundial (Baird & Fontaine 2007, Motta,
Cremasco & Ribeiro 2010), principalmente em locais com tradi¢do na criacdo de
ovinos e caprinos, como Nova Zelandia, Espanha, Franca, Australia, Suica e
Holanda (Belchior et al. 2006), mas também é considerada alta em varios outros
paises (Moller et al. 2000, Ben Said et al. 2002, Cubero Pablo et al. 2002, Arsenault
et al. 2003, Paton et al. 2003, Paton et al. 2005, Fontaine et al. 2006).

No Brasil, as elevadas taxas de frequéncia (Bento & Zoni 1986, Nozaki, Faria &
Machado 2000, Cubero Pablo et al. 2002, Costa 2002, Motta, Cremasco & Ribeiro
2010) caracterizam um estado de enzootia da LC, especialmente no Nordeste
(Moura Costa 1973, Lima 1980, Unanian, Silva & Pant 1985, Alves & Pinheiro 1997,
Riet-Corréa et al. 2007, Melo et al. 2010, Andrade et al. 2012), onde foram
relatados valores entre 24 e 50% de caprinos infectados, com destaque para

Pernambuco (Riet-Corréa et al. 2007, Abreu et al. 2008).

Embora existam varios testes para o diagnostico da doenca (Langenegger &
Langenegger 1991, Kaba, Kutschke & Gerlach 2001, Belchior et al. 2006, Seyffert et
al. 2010), o teste padrao-ouro é o isolamento bacterioldgico, associado as provas
bioquimicas, porém esta técnica esta limitada a identificacdo de animais com sinais

clinicos da enfermidade (Carter 1990, Malone 2005, Baird & Fontaine 2007).

Assim, um aspecto importante a ressaltar é a deficiéncia na investigacao de
animais assintomaticos para definir a real prevaléncia da LC nos rebanhos,
demonstrando a necessidade da aplicacdo de testes diagndsticos capazes de

identificar estes portadores inaparentes (Belchior et al. 2006), os quais
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representam uma fonte de transmissao em potencial para os outros animais (Ellis

etal. 1987, Cetinkaya et al. 2002, Baird & Fontaine 2007).

Objetivou-se com este estudo avaliar a reagdo em cadeia da polimerase em

tempo real na deteccdo do Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos.

MATERIAL E METODOS

A amostragem foi estabelecida por conveniéncia, com base em estudo ndo
probabilistico (Marotti et al. 2008), sendo avaliados 643 caprinos, provenientes de
27 rebanhos com aptidao leiteira, idade entre cinco meses a oito anos, das racgas
Saanen, Toggenburg e Parda Alpina, criados nas Mesorregides Metropolitana do

Recife, Mata, Agreste e Sertdo do Estado de Pernambuco.

Os animais foram submetidos ao exame clinico, com énfase na inspecdo e
palpacdo dos linfonodos superficiais e presenca de cicatrizes sugestivas de LC
(Smith & Sherman 1994, Anderson, Rings & Pugh 2005, Radostits et al., 2007). Dos
animais avaliados, 25 caprinos portadores de lesdes abscedantes superficiais
foram selecionados, sendo colhidas amostras de sangue total com anticoagulante

(EDTA), leite, fezes da ampola retal e conteddo de abscesso.

Para o isolamento bacteriolégico do C. pseudotuberculosis, as amostras de
conteddo de abscesso, foram semeadas em agar-sangue ovino a 5% e incubadas a
37°C, por 48 horas. As colonias foram caracterizadas sob os aspectos
macroscoépicos, microscépicos, pela coloracdo de Gram, e provas bioquimicas
(Carter, Claus & Rikihisa 1986, Carter 1990, Corréa & Corréa 1992, Murray et al.
1999).

A extracdo do DNA das amostras clinicas (sangue, leite, fezes e contetido de
abscesso) e a PCR em tempo real foi realizada utilizando-se kits comerciais (Blood
& Tissue kit - Qiagen®; Master Mix Sybr Green - Qiagen®, respectivamente),
seguindo as recomendagdes do fabricante e protocolos preconizados na literatura

(Centikaya et al. 2002), com adaptacoes.

A sequéncia de primers, o gene alvo e o comprimento do fragmento
amplificado esperado, utilizados e considerados neste estudo, foram

anteriormente publicados (Pacheco et al,, 2007) e estdo descritas no Quadro 1.
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Como controle positivo, foi utilizada amostra de cultura purificada do C

pseudotuberculosis, e, como controle negativo, o DNA foi excluido da reacao.

Quanto a anadlise estatistica, foi aplicado o método descritivo, para determinar
as frequéncias absoluta e relativa (Sampaio, 1998), e o teste de correlagdo (Lira,
2004), para avaliar a existéncia de associagdo positiva entre o isolamento
bacteriolégico e a PCR, em nivel de significincia de p>0,05. A sensibilidade,
especificidade e acuracia da PCR, considerando o isolamento bacteriol6gico como
padrao-ouro, foram calculadas com base nas equagdes descritas por Thrusfield

(2004).

RESULTADOS

Dos 643 caprinos examinados, 76 (11,8%) apresentaram sinais clinicos
compativeis com a LC, por meio de lesdes abscedantes (71/76 - 93,4%) (Fig. 10) ou

cicatrizes (5/76 - 6,6%) no tecido tegumentar.

A faixa etaria dos animais acometidos variou entre cinco meses e oito anos,
sendo a doenca observada com maior frequéncia em animais com idade entre um e
trés anos (50/76 - 65,8%), apesar de que um cabrito com aproximadamente cinco
meses, proveniente da Mesorregido Metropolitana do Recife, ja demonstrava lesdo

abscedante com progressdo ha dois meses.

Com excecdo de nove animais, que apresentavam lesdes em regiao de costado
(8/71 - 11,3%) e em articulacdo (1/71 - 1,4%), sendo este ultimo inclusive um
achado raro (Valli & Parry 1993), a maior parte dos abscessos (62 - 87,3%)
encontravam-se em linfonodos superficiais (Quadro 2), sendo o submandibular o

mais acometido.

Em meio a punc¢do dos abscessos de 25 caprinos sintomaticos, selecionados
para formar o grupo de estudo, observou-se a drenagem de um contetdo de
coloracao amarelada, com odor fétido e aspecto ora purulento, ora caseoso (Fig.
15), sendo os achados bastante caracteristicos da LC (Smith & Sherman 1994,

Jones, Hunt & King 2000, Pugh 2004, Radostits et al. 2007).

Das 25 amostras submetidas ao isolamento bacterioldgico, 72% (18/25)

resultaram em col6nias esbranquicadas e de aproximadamente dois milimetros de
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tamanho, e, na avaliacdo microscdpica, observou-se bactérias Gram positivos
pleomorficas (Smith 2003, Pugh 2004). A caracterizacao bioquimica foi compativel

com o género e espécie investigados (Muckle & Gyles 1982, Songer et al. 1988).

Na PCR em tempo real, as amostras de conteido de abscesso apresentaram
36% de positividade (9/25), demonstrando uma sensibilidade e especificidade do
teste molecular para a identificacdo do C. pseudotuberculosis de 44,4% e 85,7%,
respectivamente, com a acuracia de 56%. Houve correlagdo positiva entre ambos

os testes, em nivel de significancia de p>0,05.

Quanto a PCR em tempo real aplicada em diferentes espécimes clinicos,
provenientes dos mesmos 25 caprinos com lesdes abscedantes externas, o
Corynebacterium pseudotuberculosis foi detectado nas frequéncias de 8% (2/25),
4% (1/25) e 0% (0/25) em amostras de leite, sangue e fezes (Quadro 3),

respectivamente.

DISCUSSAO

A frequéncia da LC em caprinos observada neste estudo (11,8%) foi
discretamente maior que a registrada em recente pesquisa realizada no semi-arido
paraibano (Andrade et al., 2012), porém, ainda inferior aquelas citadas para a
regido nordeste do pais, que variam entre 24 a 50% (Riet-Corréa et al. 2007, Abreu

et al. 2008).

A reducdao na deteccdo de casos clinicos da enfermidade pode estar
associada ao emprego da puncdo ou excisdo cirurgica das lesdes, que tem se
tornado uma pratica bastante comum nas criacdes (Vale et al. 2003, Baird 2006,
Windsor 2011), no sentido de melhorar o aspecto externo dos caprinos, visando a
comercializagdo ou o abate. Andrade et al. (2012), por exemplo, relataram que

59% dos caprinos do Estado da Paraiba com LC apresentavam apenas cicatrizes.

Contudo, a eficacia deste procedimento restrito a lesdo, muitas vezes
meramente estético, é questionavel por se tratar a LC de uma doenca sistémica,
levando a uma situacdo de alta periculosidade a integridade sanitaria dos
rebanhos, em funcao da consequente manuten¢do de animais infectados e

disseminadores em potencial da doencga (Nozaki, Faria & Machado 2000).
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Apesar da baixa frequéncia encontrada, constatou-se que em 88,9% (24/27)
das criagcdes estudadas apresentam pelo menos um caprino sintomatico,
demonstrando, assim, o elevado grau de disseminacdo do C. pseudotuberculosis nos
rebanhos do estado e a necessidade da implementacdo de medidas estratégicas

para o controle da LC.

A faixa etdria parece ser um aspecto importante, na qual os animais mais
velhos, sobretudo ap6s dois anos de idade, sdo mais acometidos (Gasparoto 1996,
Meyer et al. 2002). Contudo, embora haja poucos relatos sobre a ocorréncia da LC
em animais mais jovens (Santa Rosa et al. 1989), como observado neste estudo,
além do contato direto com animais enfermos (Walker 1996, Windsor & Eppleston
2006), existe a possibilidade de infeccdo por transmissdo vertical da doenga,
sobretudo nas situagdes de alta prevaléncia no rebanho e praticas de manejo

inadequadas (Silva et al. 2009).

A maior frequéncia dos abscessos foi observada em areas correspondentes ao
linfonodo submandibular, semelhante as lesGes relatadas em ovinos no Oriente
Médio (Baird & Fontaine 2007) e associado ao acesso do C. pseudotuberculosis
através da cavidade oral (Ashfaq e Campbell, 1979). Porém, diversas publicacdes
citaram o linfonodo pré-escapular como o mais frequentemente afetado (Silva &
Silva 1982, Unanian et al. 1985, Souza et al. 2011, Andrade et al. 2012),
provavelmente por ser uma area susceptivel as abrasdes ocasionadas por arames
de cercas ou vegetacdes xerdfitas, promovendo uma porta de entrada ao agente

(Smith & Sherman 1994).

No isolamento bacteriolégico obteve-se 72% de isolamento do C
pseudotuberculosis, achado semelhante ao descrito por Andrade et al. (2012), que
detectaram 68,2% (15/22) de positividade para a bactéria em amostras de

caprinos e ovinos.

A PCR em tempo real, por sua vez, apresentou sensibilidade baixa quando
comparada ao cultivo bacterioldgico, sendo este resultado discordante do trabalho
de Pacheco et al. (2007) que, através da extracdo de DNA e aplicacio da PCR
diretamente em material purulento, identificou a bactéria de maneira mais rapida

e com sensibilidade muito préxima ao exame microbioldgico. Inclusive, este
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protocolo atualmente é considerado como padrdo-ouro para o diagnostico da LC

no Centro Francés de Referéncia em Corynebacterioses, no Instituto Pasteur.

Cetinkaya et al. (2002) demonstraram uma elevada sensibilidade e
especificidade, préoximo de 90%, com o uso da PCR, contudo aplicado em cepas
isoladas em cultivo. Ribeiro (2009) também obteve maiores concentragdes de DNA

bacteriano a partir de colonias isoladas.

Neste contexto, admite-se que a baixa sensibilidade da PCR, encontrada neste
estudo, possa estar relacionada ao processo de congelamento rapido das amostras,
com formacgdo de cristais de gelo e consequente ruptura de células (Alves e
Guimaraes, 2009), liberando expressiva quantidade de enzimas, sobretudo as
proteases produzidas por eosinéfilos, tipo celular abundante nas lesdes de LC.
Estas proteases poderiam promover a degradacdo enzimadtica de moléculas de
DNA da propria Taq polimerase, limitando, assim, a amplificacdo do material

genomico (Costa 2002, Bazzo et al. 2004).

Além disso, a presenca de moléculas caracterizadas como inibidores da PCR,
seja da prépria amostra ou de compostos utilizados na extracdo e purificacao do
DNA (Quadro 4), que atuam por ligacdo direta ao material genético, diminuindo a
atividade da enzima Taq polimerase ou reduzindo a disponibilidade de ions de
magnésio (An & Fleming 1991, Soloway et al. 1999, Opel, Chung & McCord 2009),

podem ter comprometido o resultado final das reacdes de PCR neste estudo.

Considerando que o C. pseudotuberculosis, apés infectar o hospedeiro através
da pele, pouco persiste no local de entrada e geralmente progride pelas vias
hematdgena ou linfatica até alcancar outros sistemas (Valli e Parry, 1993), julgou-
se necessario avaliar a aplicabilidade da PCR em diferentes espécimes clinicos dos

25 caprinos com lesdes abscedantes externas.

A presenca da bactéria no leite representa uma extensao da infec¢cdo pela via
linfatica até os linfonodos supra-mamarios e parénquima da glandula mamaria
(Baird & Fontaine 2007), promovendo a formacdo de abscessos, como foi
observado neste estudo (Quadro 2) (Fig. 19), e acarretando em perdas econdmicas
aos produtores e as industrias de subprodutos lacteos (Victoria et al. 2005). Além
disso, o destino do leite dessas propriedades demonstra a importancia nao apenas

na transmissdo as crias, mas ainda na saude publica (Peel et al. 1997), por
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representar uma zoonose para individuos consumidores de leite de cabra (Watson
& Preece 2001, Join-Lambert et al. 2006, Abreu et al. 2008), produto

tradicionalmente comercializado no sertao nordestino (Brasil 2011).

Por sua vez, a identificacdo da bactéria no sangue também é interpretada
como uma expansao da infec¢do (Baird & Fontaine 2007) e tem sido bastante
relacionada na disseminagdo e estabelecimento da doenca (Nagy 1976, Burrell
1978, Pepin et al. 1994, Fontaine et al. 2006), ratificando a relevancia do controle
sanitario, sobretudo quanto a reutilizagdo de agulhas em diferentes animais e em
procedimentos cirurgicos (Smith 2003, Windsor & Eppleston 2006, Riet-Correa,
2007).

Embora as bactérias sejam carreadas por macréfagos e necessitem circular
pela via hematdgena ou linfatica para se disseminar e atingir outros sitios (Valli e
Parry, 1993), observou-se uma reduzida frequéncia no sangue, provavelmente
decorrente da bacteremia transitéria de baixo grau assumida pelo C.

pseudotuberculosis (Hagan, Bruner & Timoney, 1988).

Quanto a via digestiva, ha registro do isolamento do C. pseudotuberculosis em
conteido de estobmago (Dennis e Bamford, 1966) e linfonodos mesentéricos
(Menzies et al. 1991, Smith 2003, Pugh 2004, Belchior et al. 2006, Radostits et al.
2007), remetendo a infeccdo oral como porta de entrada. Sabe-se, ainda, que o
material fecal é uma importante fonte de transmissao da LC, visto a elevada
capacidade de sobrevivéncia da bactéria neste meio (Paule et al. 2003, Fontaine et
al. 2006, Baird & Fontaine 2007, Windsor et al. 2011). Porém, a eliminagao do C.

pseudotuberculosis por esta via ndo foi verificada neste trabalho.

Seddon et al. (1929) e Benham et al. (1962) conseguiram cultivar as bactérias
a partir de fezes de ovinos infectados, mas Valli & Parry (1993) descreveram
posteriormente que a porg¢ao distal do trato intestinal parecia ndo oferecer riscos
de portar o microorganismo. Ribeiro et al. (2001) também nao obtiveram sucesso

no isolamento bacteriano em fezes de caprinos naturalmente infectados.

60



CONCLUSAO

A PCR em tempo real ndo apresentou confiabilidade consideravel no diagnostico
da linfadenite caseosa quando aplicada diretamente em amostras de conteudo de
abscesso. A presenca do C. pseudotuberculosis em amostras de leite e sangue
evidenciam a importancia destes componentes no processo de transmissdo da
doenca, mas o uso do teste molecular nestes espécimes ndo demonstrou boa
reprodutibilidade para ser empregada como ferramenta diagndstica em animais
portadores inaparentes. Adicionalmente, o material fecal de animais infectados

nao foi considerado relevante na disseminagdo e para diagndstico da doenga.

Finalmente, considerando que 88,9% das criacdes de caprinos leiteiros
examinados em Pernambuco apresentavam ao menos um caprino sintomatico e
que nao se dispde de um protocolo diagndstico confiavel para a identificacao de
animais portadores inaparentes da infec¢do, apesar dos resultados preliminares da
PCR em tempo real na caracterizacao da eliminagdo do agente pelas vias lactea e
hemat6gena, o planejamento adequado de medidas para o diagndstico precoce e o
controle da linfadenite caseosa sdo extremamente necessarias no Estado, visando

potencializar a cadeia produtiva de caprinos e seus produtos derivados.
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QUADROS

Quadro 1. Gene alvo, sequéncia de primers e comprimento do fragmento amplificado
para o Corynebacterium pseudotuberculosis

A . ;o Fragmento
Gene alvo Sequéncia de primers 5" a 3 (pares de base)
Da - GGC GGT GGC GGA GTT GAA GGC
GAT G
PLD Rb - GCC GCG AGC GAG TCT GGG CGA 203
TGTC

a Direto, b reverso.

Quadro 2. Distribuicdo corpoérea dos abscessos em caprinos criados
no Estado de Pernambuco

Localizagao dos abscessos Frequencia Frequgnaa
absoluta relativa
Articulacao 1 1,4%
Regido do costado 8 11,3%
Linfonodo parotideo 3 4,2%
Linfonodo popliteo 3 4,2%
Linfonodo pré-crural 7 9,9%
Linfonodo pré-escapular 15 21,1%
Linfonodo submandibular 27 38,0%
Linfonodo supra-mamario 7 9,9%
Total 71 100%
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Quadro 3. Resultado do isolamento bacterioldgico e da PCR em tempo real na
identificacdo do C. pseudotuberculosis em diferentes espécimes provenientes
de caprinos criados no Estado de Pernambuco

Isolamento PCR em tempo real
Amostras - bacteriologico Abscesso Leite Sangue Fezes
de abscesso
1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
2 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
6 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
7 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
8 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
9 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
10 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
11 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
12 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
13 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
14 POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
15 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
16 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
17 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
18 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
19 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
20 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
21 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
22 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
23 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
24 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
25 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

Quadro 4. Exemplos de inibidores da reacao de PCR.

Origem Inibidores da reacdo de PCR
Abscesso fons de célcio.
Amostras Leite fons de calcio e proteinases.
clinicas Fezes Sais biliares e polissacarideos.
Sangue Hemoglobina, lactoferrina e imunoglobulina G.

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
Colheita das amostras

tubos de polipropileno e poliestireno.

P6 de luva, fenol, etanol, isopropanol e
Compostos encontrados no laboratoério

cloroférmio.
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FIGURAS

Figura 1. Isolamento bacteriolégico do C. pseudotuberculosis
em meio agar sangue ovino a 5%.
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Figura 3. Caprino com cicatriz secundaria a linfadenite caseosa.
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Figura 5. Caprino com abscesso em linfonodo submandibular.

Figura 6. Resultado da PCR em tempo real para o gene PLD (C. pseudotuberculosis),
demonstrando a amplificacdo do controle positivo e das amostras de
contetdo de abscesso e leite de caprino.
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Figura 7. Resultado da PCR em tempo real para o gene PLD (C. pseudotuberculosis),
demonstrando a amplificacdo do controle positivo e da amostra de
sangue de caprino.
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Figura 8. Abscesso em Ubere de caprino.
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ANEXO



FIGURAS

Figura 1. Rebanho de caprinos leiteiros acometidos pela linfadenite
caseosa no Estado de Pernambuco.
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Figura 3. Colheita de sangue da veia jugular externa de caprino.
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Figura 4. Colheita de leite de caprino.
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Figura 5. Colheita de fezes de caprino.

Figura 6. Puncdo aspirativa por agulha fina de abscessos em regido parotidea
(esq.) e mamadria (dir.) de caprinos.
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Figura 7. Extracao de DNA de espécimes de caprinos: Macera¢do da amostra (A), adigdo
das solucgdes (B), incubagdo em banho-maria (C) e eluicdo do material genético

(D).

Figura 8. Preparacdo do mix para as reacdes (A) e aparelho termociclador para realizagdo
da PCR em tempo real (B).
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Figura 9. Articulacdo de caprino acometido pela linfadenite
caseosa.

Figura 10. Contetildo do abscesso de caprino acometido pela
linfadenite caseosa.
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Figura 11. Colonias cultivadas em agar sangue ovino a 5%,
caracteristicas de C. pseudotuberculosis.

Figura 12. Cocobacilos Gram positivos, caracteristicos de C.
pseudotuberculosis, observados por microscopia
6ptica. Aumento de 100X.
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