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GENERAL ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculoss a positive @&m rod that causes Caseous
LymphadenitisLC) in small ruminants. The current and recommended treatment is the
drainage and chemical cauterization of the abscesses at the final stage of development,
although it can represent high risks of environmentatamoination.The aim of this

study was tadefine the growth curve df. pseudotuberculosidl), to evaluatethe in

vitro effect offive antiseptics and disinfectants agai@stpseudotuberculos{®) and to
determine theefficacy of in vivo application of the both productsvith the major
bactericidalin vitro effect againstC. pseudotuberculsosisnside the abscesses of
animals affected by LG3). The products tested were: 10% iodine, 2,5% sodium
hypochlorite, 5% potassium permanganate, liquid Fosgtol® and absolute alcohol

ethylic (99,8%) with IRXU UHSHWLWLRQV DQG PHDQPptOBIRPSDUHG E
The growth curve was obtained by cell mass evaluation and UFC/mL counting. To
reach the concentration &. pseudotuberculosief 1200 x 16 viable cells/mL, the
inoculumwasmaintained aB87°Cincubation for a 280 hours period. The 10% iodine

and 2,5% sodium hypochlorite were theductswith the most bactericidah vitro

effect againsC. pseudotuberculosi§or thein vivo experiment, 1&vine females were
assorted in three groups: the fiostewas treated with 10% iodine (TI), the secamsk

with 2,5% sodium hypochlorite (HS) and the third group was conventionally treated
(CT). Hematological and serological results were submitted @QILIRUGYTV DQG 'XQQ!
tests (p<0,05). The conventional treatment was more effettarerl and HSgroups,
considering the prevention of environment contaminatiof byseudotuberculosidlo
difference (p<0,05) was detected in hematological parameterg da treatments
evaluated. Considering the serological monitoring, the comparative statistical analysis
between months, inside the groups, showed that months 1, 2, 3waeck different
(p<0,05) of month Q for Tl and HS groupsFor CT group, ndifferene (p<0,05)

betweermrmonth 0 andnonths from o 5wasdetected

Keywords: abscess,Corynebacterium pseudotuberculgsigrowth curve, ovine,

sersibility, treatment






A infecg@o se instala no organismo animal, principalmente, através de abrasdes
ou solucdes de continuidade na pele. O microrganismo livre ou no interior de fagécitos
alcanca o ganglio linfatico regional e, através da multiplicacéo intracelular, promove a
morte das células do organismo hospedeiro (JOLLY, 1965; HARD, 1969; BATEY,
1986). A C. pseudotuberculosiberada no meio ambiente a partir da ruptura de
abscessosuperficiais persistem por um longo tempo, se tornando uma fonte de
infeccdo constante para ostms animais (BPIN et al., 1999). A infeccdo subclinica
associada a falha no diagndstico precoce resulta em altos niveis de transmissao da
enfermidade dentro do rebanho (BROWN et al., 1987; ELLIS et al., 1987).

O tratamento terapéutico da LC é ineficazjje &C. pseudotuberculosi@ossui
localizac&o intracelular e a espessa capsula que envolve os abscessos dificulta o acesso
das drogas no interior da lesdo. Atualmente, a drenagem cirargica do linfonodo
acometido éconsideradap Unico tratamento viavelapa a LC, apesar de representar
altos riscos de contaminacéo ambiental (NAIRN e ROBERTSON, 1974).

Considerando a inexisténcia de uma técnica que atue concomitantemente no
tratamento e no controle da LC, dois experimentos foram desenvolvidbgetio do
primeiro experimentdoi selecionar, através de analisesvitro, dois antissépticos ou
desinfetantegue apresentemto poder bactericida contraCa pseudotuberculositNo
segundo experimento, os dois produtos selecionados foram aplicados diretamente n
interior de linfonodos acometidos pela @seudotuberculosjsvisando evitar a
contaminagdo ambiental e, consequentemente, reduzir a transmissdo horizontal da

enfermidade.
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CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO






Hard (1969) examinou &C. pseudotuberculosisatravés de microscopia
eletrdnica e observou que o microrganismo exibia uma estrutura similar as outras
espécies do género, com relacdo a aparéncia de sua parede celular, membrana
plasmdica, material genético, matriz citoplasmatica e complexidade dos sistemas de
membrana intracitoplasmatica. Uma importante caracteristica encontrada foi uma
camada densa, externa a parede celular, que demonstrou ser composta por lipideos.

Baseado no confelo lipidico da parede celular, bactérias do género
Corynebacteriumsdo agrupadas com outras do géneaobacterium Nocardia e
Rhodococcus IRUPDQGR R FRPSOH[R 3&015° FRQIRUPH DSRQWL
representantes deste grupo possuem a paredercetalaem componentes lipidicos
similares, sendo o acido micélico, o mais caracterizado dentre eles.

Os lipideos associados a parede celula€ dpseudotuberculosiorrespondem
a 11,3% do peso seco da célula bacteriana (JOLLY, 1966; IONEDA e SILVA) €979
exercem um importante papel na viruléncia do microrganismo (JOLLY, 1966).

Takahashi et al. (1997) demonstraram a relacao filogenética entre varias espécies
de Corynebacteriumbaseados na estrutura do g@68rRNA Neste estudo, a posicao
filogenétia da C. pseudotuberculosifoi relacionada com a d&orynebacterium
ulceranse daCorynebacteriunseminale

Assim como outras corinebactérias; apseudotuberculosis capaz de produzir
uma potente exotoxina, primeiramente descrita por Carne (1940)sfdlipase D é
encontrada no citoplasma e, em menores quantidades, na parede celular bacteriana. Seu
peso molecular varia de B54a 310 kDa, conforme afirmam Onon (1978 Bernheimer
et al. (1985). E inativada pelo calor (60°C por 10 minutos, 37°C pan&rses ou 25°C
por trés meses), pela acidez (pH abaixo de 5), ou pela formalina (CARNE, 1940). Todas
as cepas e os dois biotipos sugerido€dpseudotuberculosigjue serdo detalhados a
seguir, produzemesta exotoxina(CARNE, 1940; BURRELL, 1978; MUCKLE e
GYLES, 1982). Outras caracteristicas da fosfolipase D sdo descritas, como a atividade
hemolitica em sinergia com a colestesgidase e a fosfolipase C &hnodococcus equi
e a resisténcialdemolise pela toxina B eftacdcica (SONGER et al., 1988; SONGER,

1997; COSTA, 2002). Tais propriedades representam a base de dois testes soroldgicos
gue detectam anticorpos artiotoxina, como o teste da inibicdo da hemolise sinérgica
(IHS) e o teste da inibicdo da acgéao dm@nolisina (ZAKI, 1968; KNIGHT, 1978). AC.
pseudotuberculosié identificadagpor provas bioquimicas comproducdo de catalase,

urease, fermentacéo de carboidratos sem producéo de gas, como glicose, ribose, trealose
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de 21%, sendo que os abscessos estavam presentes, em maior propor¢éo, nos linfonodos
da cavidade toracica.

Uma awaliacdo epidemioldgica desenvolvida no Egito, no periodo de janeiro a
dezembro de 2008, determinou uma prevaléncia de 19,23% de LC com base na
apresentacdo clinica da enfermidade e de 17,32% de acordo com a confirmacao
bacteriol6gica daC. pseudotuberculis apds a avaliacdo de 1466 caprinos e ovinos
(AL-GAABARY et al., 2009).

No Brasil, a maior incidéncia da enfermidade é observada nos estados do
Nordeste j& que, aproximadamente, 91% da populacdo de caprinos e 56% da populacdo
ovinos encontrarse nessa ggao (ALVES et al., 1997; IBGE, 2008) (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Distribuicdo regional brasileira do efetivo do rebanho caprino

N° Cabecas % do Rebanho Total
Norte 176.443 1,89
Nordeste 8.521.388 91,09
Sudeste 226.059 2,42
Sul 317.922 3,39
CentroOeste 113.408 1,21
Brasil 9.355.220 100

Fonte: IBGE +Pesquisa Pecuéria Municipal (2008)

Tabela 4. Distribuicdo regional brasileira do efetivo do rebanho ovino

N° Cabecas % do Rebanho Total
Norte 534.478 3,21
Nordeste 9.371.905 56,36
Sudeste 764.971 4,60
Sul 4.846.667 29,15
CentreOeste 1.110.550 6,68
Brasil 16.628.571 100

Fonte: IBGE tPesquisa Pecuaria Municipal (2008)

MouraCosta et al. (1973) estudaram a distribuicdo geografica da LC nos
rebanhos caprinos no Estado da Bahia e relataram que a doenca estava presente,

particularmente, no Norte do Estado.
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responsavel pela desvalorizacdo das peles, sendo que um Unico abscesso na pele do
animd pode depreciar seu valor em até 40% (FIGUEIREDO et al., 1982). Além disso,
perdas econdmicas estdo relacionadas a producédo de |a& (PATON et al., 1994) e aos
gastos com madeobra (R$0,19) e medicamentos (R$3,30) no tratamento dos
abscessos (PINHEIRO €t,&2002). Estudos realizados na Australia indicam uma perda
anual de $12 a 15 milhdes nos abatedouros de caprinos e ovinos relacionada a danos
totais causados pela LC (PATON et al., 2003). Em relacdo a producédo de 14, a LC é
responsavel por uma perda dé7$milhdes por ano, para a industria australiana
(PATON et al., 1994).
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incisdo do linfonodo inguinal afetado. Ao exame anatpaioldgico do linfonodo,

foram observadas areas com foco de inflamacdo crénica e cépitidides
circundadas por reacdo fibroblastica, caracterizando linfadenite esclerética cronica.
Mills et al. (1997) relataram o caso de um jovem estudante com a presenca de uma
massa na axila. O paciente apresentava febm,irbsposicdo e estava gosto a
ovelhas e bovinos. Os autores sugeriram que a infeccdo tenha ocorrido a partir do
contato das fezes de um animal, com uma provavel lesdo na pele do jovem. Peel et al.
(1997) descreveram um caso humano de infeccdo @elgpseudotuberculosis
envolvendo a ingestao de carme naturade caprinos e leite de vaca. Em torno de 25
casos de infeccao pela pseudotuberculosmm humanos foram descritos na literatura,
segundo Dorella et al. (2005). Na maioria dos casos, 0S pacientes receberam
antibioticotergia e os linfonodos afetados foram removidos cirurgicamente (MILLS et
al., 1997; PEEL et al., 199TjU et al., 2005). Recentemente, foi descrito um caso de
linfadenite necrosante em uma crianca de 12 anos de idade, na Franca, que havia tido
contato com owos durante seu periodo de férias (JOIMMBERT et al., 2006). Para

o tratamento da infeccdo foi necessaria a remocao cirurgica de todo o tecido afetado
associada a antibioticoterapia endovenosa por quatro meses e oral durante seis meses. A
LC, apesar decorrer com rara freqiéncia em seres humanos e possuir um paiencial
zoonoseja demonstrado, ndo € caracterizada como uma doenca zoondtica em sua
definicdo. Uma boa higiene, quando se manuseia animais doentes e materiais
contaminados com exsudato, é slema importancia para impedir a propagacdo da
doenca (PEEL et al., 1997).
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PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A C. pseudotuberculosigossui dois fatores de viruléncia que estdo diretamente
relacionados com a patogenia da LC: a parede celular lipidica, por atuar como fator
piogénico e a exotoxina, por promover a disseminacdo da bactéria no organismo
(JOLLY, 1966; ZAKI, 1976).

A presencade lipideos associados a parede celular bacteriana, além de atuar
como fator piogénico, esta relacionadeaamento da viruléncia do microrganismo por
impedir sua fagocitose pelas enzimas lisossémicas da célula hospedeira (JOLLY, 1966).
Outros autores aeditam que estes lipideos estejam relacionados a citotoxicidade
(BATEY, 1986; SONGER et al., 1990).

Uma relacdo entre viruléncia e quantidade de lipideos na parede cel@ar da
pseudotuberculosi®i evidenciada em infec¢des experimentais, tanto em camundongos
guanto em ovinos (BURRELL, 1978; MUCKLE e GYLES, 1983). Nos dois casos, foi
observada uma alta relacdo entre o conteudo lipidico das cepas testadas e sua
capacidade de formar granulomas. SelguWilliamson (2001), os lipideos celulares da
bactéria tém caracteristica piogénica e este fator de viruléncia esta associado a formacao
de granulomas.

Ja a fosfolipase D é responsavel por causar supuracao, dermonecrose € morte em
diversas espécies deimais de laboratério e de animais domésticos (CARNE, 1940;
JOLLY, 1965; LOVELL e ZAKI, 1966). Além disso, ela € capaz de agir como um fator
de permeabilidade, promovendo a disseminacdo do agente do local infectado a outras
partes do organismo animal, umez que as membranas das células dos mamiferos
possuem altos teores de fosfolipideos. Estudositro com neutrofilos de ovinos,
demonstraram que a fosfolipase D, quando no interior das células, tem a habilidade de
destruilas. Assim, a exotoxina pode aentar a sobrevivéncia da pseudotuberculosis
no hospedeiro, devido a sua capacidade de destruir e escapar da acdo destas células,
como demonstram Yozwiak e Songer (1993). Os mesmos autores afirmam que a
fosfolipase D atua na deplecdo do sistema do congpld, protegendo o
microrganismo contra opsonizac¢ao, além de reduzir a quimiotaxia de neutrofilos para o
sitio inicial da infecgéo, evitando a fagocitose. Em um estudo conduzido por McNamara
et al. (1994), linhagens mutantes com o gen da fosfolipaseeiadelforam utilizadas

para demonstrar que estes mutantes ndo sdo capazes de estabelecer uma infeccéo
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Uma condicao debilitante observada em ovelhas adultas, comumente referida
FRPR 36tQGURPH GD 2YHOKD 0DJUD” HVWiIi DVVRFLDGD j Il
al., 1977), promovendo a perda de peso e resultandonerbidade e deficiéncia
reprodutiva dos animais. Em um reprodutor caprino portando LC cronica foram
observados caquexia e comprometimento dos testiculos e anexos, causando infertilidade
(ALVES et al., 2004).

Figura7. Abscesso externo dénfadeniteCaseosacomlocalizacdo mandibular.
Foto: Raymundo Rizaldo Pinheiro e Francisco Selmo Alves.
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digestdo no interior dos fagécitos esta relacionada aos lipideos da parede celular
bacteriana.

Os granulomas sdo formados por varias camadas, constituidos por um centro
necrotico, seguidoealuma camada rica em macrofagésta camada possuma zona
com predominancia de LT CD4+, LT CD8+ e gamadelta (linfocitos T expressando
as cadeiagamae delta em seus receptores)gra rica em LBimitada externamente
por uma capsula fibrética (WALKER et al., 1991). Pépin e{1894) relataram que
nos estagios iniciais das lesdes existe uma predominancia de células T CD4+ e na fase
cronica da infeccdo, a predominancia passa a ser de células T CR&radelta.

A resisténcia as infecgbes causadas por bactérias intracefaleuttativas esta
relacionada as células T CD4+ e mais especificamente aos clones Thl, pelo aumento da
atividade microbicida dos macréfageela producdo de INBamae Fator de Necrose
Tumoratalfa (TNFalfa).

O papel dascélulas T CD8+ na resisténciaedte tipo de infeccdo esta
relacionado a capacidade de produzirimae lisar as células infectadas (LAN et al.,
1998; CARMINATI, 2005). O papel do IF§amano controle da infeép pelaC.
pseudotuberculosifoi observado em ratos, nos quais foi dewotam aumento no
crescimento bacteriano apds a administracdo de anticorpos monoclontdagdima
(LAN et al, 1998). Além disso, estudos em animais que apresentam delecdo do gene
que codifica esta citocintambém demonstraram fundamental importancialFdd-
gamapara a protecdo imune do hosped@rBPIN et al.1997).

Paule et al. (2003) conduziram um estudo para avaliar as respostas imunes
humoral e celular a partir de infeccdo experimental felgpseudotuberculosiesm
caprinos, no qual confirmaramemvolvimento de Imunoglobulinas G (IgG) e de FN
gamana resposta imune. Neste experimento, os animais foram divididos em dois grupos
de acordo com a intensidade da resposta imune observada, mais relacionada a producao
de IFNgama do que a resposta imurfeimoral. O primeirayrupo foi composto por
animais com alta resposta esegundogrupo por animais com resposta de média a
baixa. Os dois grupos apresentaram uma resposta primaria de curta duragdo no dia 5
apos a infeccéo. Ja a partir do 16° dia, uma fesposta secundaria e de longa duracéo
foi observada nprimeirogrupo. O teste ELISA indireto foi capaz de detectar titulos de
anticorpos positivos contra@. pseudotuberculosisntre o dia 6 e 11 apos a infeccdo
nos dois grupos. A afinidade pela Ig&ctou, inicialmente, em uma faixa de 15 a 45%,

mostrando um incremento de 5% ao longo das 20 semanas de experimento.
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DIAGNOSTICO

A identificacdo dos animais infectados e sua remocdo do rebanho s&o os
métodos mais efetivos para o controle da LC. Essa identificacdo pode ser realizada,
inicialmente, através do diagndstico clinico, no qual se visualiza a presenca de
abscessos nos linfodos superficiais do animal.

Além deste, pode ser realizadadentificacdo do agentgtiologico atraves do
exame bacteriolégico do material caseoso drenado a partir dos abscessos (BAIRD e
FONTAINE, 2007). As provas bioquimicas sdotouds bastante sim@eutilizads
para realizar o diagnostico diferencial, em relacdo aos possive®ganismogue sao
encontrados no materigburulento drenado a partir dos linfonodos de animais
acometidogor outras enfermidadé€Bigura 8).

Estudos desenvolvidos recemiente demonstram a utilizacdo da técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia de Polimerase) para detecgdomeudotuberculosiretamente
do material infectante, mostrando avancos no diagnéstico da LC. Em um estudo
conduzido por Pacheco (2006), foi desenvoluado ensaio de PGRuultiplex (mPCR)
que amplifica, simultaneamente, trés genes especific@ @aeudotuberculosid6S
rRNA rpoB e pld. Esse novo método permitiu a identificacdo de 40 isolados de campo
de C. pseudotuberculosiconfirmada através de testbioquimicos. Cetinkaya et al.
(2002) propuseram um teste baseado na PCR para identificar isolad@s d
pseudotuberculosiatravés da amplificacdo parcial da sequéncia do §68eRNA
Segundo Pacheco (2006), este teste apresenta algumas limitacBes, incluindo a
inabilidade de distinguida bactériaCorynebacteriumulceranse a dependéncia de
cultivo bacteriano prévio.

Ribeiro et al. (2001) citam a puncdo aspirativa com agulha fina agmo
método alternativo para diagnéstico citolégico presuntivo do agente, antes da
abscedacéo dos linfonodos acometidos, permitindo a ado¢cdo de medidas profilaticas e
terapéuticas adequadas.

Em relacéo aos animais acometidos que nao apresentam sintoraatbioga,
devese lancar méo dos testes sorologicos para deteccdo de anticorpos contra o agente
causador da infeccdo. Existe uma variedade de testes soroldgicos estudados e validados,
porém, apresentando diferentes graus de sensibilidade e especificdadeeles:

aglutinacéo indireta, hemeglutinacdo, teste de inibicdo da dmmolisina, testes de
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consideradas falspositivas, devido a reacdo cruzada com alguma outra bactéria Gram
positiva. A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que o teddoDét

mais confiavel para deteag@aC. pseudotuberculosiguando comparado comteste

IHS.

Um estudo desenvolvido por Carminati (2005) avaliou a sensibilidade e a
especificidade de quatrogaios imunoenzimaticos (ELISAitilizando, como padrédo
ouro, 0 isolamento microbiolégico comfiado por PCR. Foram utilizados dois
antigenos, sendo o primeiro o sobrenadante da cultufa. gseudotuberculosiem
meio BHI e o outro obtido a partir do fracionamento em trés fases (TPP) do
sobrenadante de cultura d@. pseudotuberculosisem mesmo me. Tanto a
sensibilidade quanto especificidade do ELISA indireto BHI foram de 98%geanto
para o ELBA indireto TPP fode 100%. Para o ELISA sanduiche BHI, a sensibilidade
e especificidade foram de 86% e 84%, respectivamente, e para o ELISA saiéHche
de 74% e 72%, respectivamente.

Alguns autores questionam a utilizagdoladade métodos soroldgicos para o
diagnéstico da LC e defendem o seu, ysmcipalmentepara estudos epidemiolégicos
(STING et al., 1998). Segundo eles, a utilizacdo de métedmldgicos na tentativa de
erradica a LC é bastante controversa. Entretanto, pesquisadores como Ter Laak et al.
(1992) e Dercksen et al. (2000) preconizam a utilizacdo destes testes em programas de
erradicacdopara a eliminacdo dos animais com sorolagpositiva do rebanhdOs
mesmosautores defendem o uso da técnica de WB para confirmacdo dos casos
suspeitos (TER LAAK et al., 1992) ou a repeticdo do teste de ELISA ap6s quatro
semanas (DERCKSEN et al., 2000).

Além dos testes sorolégicastados existe um teste de pele que detecta a
resposta mediada por células, através de uma reacdo dérmica que também pode ser
utilizado para o diagnéstico da LC (BROWN et al., 1986). Um alérgeno conhecido
FRPR 20OLQIDGHQLQD" FRQVWLWXtG Ra3 Ratirsie) &nastQD KLG
lavadas daC. pseudotuberculosisfoi utilizado por Langenegger et al. (1987).
Utilizando o alérgeno em grupos de caprinos portadores e em grupos de caprinos sadios,
diferencas foram encontradas entre as respostas dos animais deestEBos,
mostrando assim, resultados promissores em relacdo ao teste. Alves e Olander (1999)
utilizaram células fragmentadas, formolizadasCdgseudotuberculosisomo teste de
pele As células foram inoculadasn um grupo de caprinos vacinadmsn toxéide a

3% e em outro grupo de caprinos vacinados com uma bacteentg@lesafiados com
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TRATAMENTO

A C. pseudotuberculosi8 sensiveljn vitro, a varios antibiéticos, entre eles
penicilina, ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina e tetraciclina
(CAMPBELL et al., 1982). Contudo, sua utilizacdo para o tratamanteivo da
infeccdo pelaC. pseudotuberculosizdo € eficaz por diversagzbes sendo uma delas,

o baixo nivel do antibiético no interior do abscesso, devido a capsula fibrosa e a
presenca de pudlém disso,a localizacdo intracelular do microrganismo nas células
fagociticas impede seu contato com quantidades substancaishiético (ASHFAQ e
CAMPBELL, 1979; WILIAMSON, 2001).

O tratamento convencional da doenca consiste na drenagem e cauterizacao
quimica dos abscessos, utilizargisolucao de iodo a 10%. Cuidados especiais devem
ser tomados para evitar a contaminagao anthi prevenindo a disseminacéo do agente
(ALVES et al., 1997) e paravitar a transmissdo ao homem uma vez existem
relatos na literatura de infecgcdo humana causad&pelseudotuberculosis

Bulgin (1998) descreveu a utilizagdo de solugdo de fommadi 10% como
WpFQLFD DOWHUQDWLYD SDUD R WUDWDPHQWR GD /& 3R
destinados ao consumo humano €& controverso devido ao risco da formalina ser
introduzida na cadeia alimentar.

Um recente estudo descreveu a utilizacdo de consbinacdo de antibibticos
(rifamicina e oxitetraciclina) para o tratamento de ovinos acometidos pela LC
(SENTURK e TEMIZEL, 2006). Foi relatada a resolucédo da infeccéo devido a reducéo
das dimensfes das lesdes superficiais dos animais. Entretantal atw faxperimento
nao foi realizada necropsia dos animais experimentais para avaliar a existéncia de les6es
nos linfonodos apds o tratamento assim como nao foi informado no estudo por quanto
tempo os animais permaneceram sem a apresentacao clinica dadaafer(BAIRD e
FONTAINE, 2007). Portanto, novos estudos necessitam ser realizados para que o
tratamento de lesdes causadas pela LC seja recomendado ao invés do descarte de
animais infectados (BAIRD, 2006).
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exotoxina inativada ajudam a prevenir a dissacdo da infeccdo a partir de seu sitio
original.

Um estudo realizado por Stanford et al. (1998) avaliou a eficacia de duas vacinas
FRPHUFLDLV- "3*i@ D{RWODMA’ H XPD H[SHULPHQWDO FRQW
bacterianas inativadas associadas a um adgvsintético (MDP) contra LC, em
$OEHUWD QR &DQDGPDF YPDFRLQMPFEROUHH[SHULPHQWDO LC
significativos de anticorpos contra @ pseudotuberculosisem cordeiros, por um
periodo de 12 meses ap0s a vacinacado, sendo que os tidogigos pela vacina
H[SHULPHQWDO VH PDQWLYHUDP PDLV HOHY®BRY GR TX
QHVWH SHUtRGR 2V WtWXORV GH DQWIHPFPRBRBEZHLWREX PG
diferiram do grupo controle. O niumero de reacdes locais foi maigieleva cordeiros
YDFLQDGRYVY SHODH¥OERPYSDRUDomR DRV FRUGHLURV LPXQ
experimental, sem haver diferenca significativa entre as duas vacinas em relacdo ao
tamanho da reagéo.

Através de um estudo realizado por Alves e Olander (1298jicacia de uma
vacina de toxdide a 3% foi avaliada contra LC em caprinos. Dos 15 animais da raca
Alpina com 10 semanas de idade, 10 foram vacinados, pela via subcutanea. Duas
aplicacdes foram realizadas, com um intervalo de 14 dias. Os animais edadosv
diariamente quanto a apresentacdo de aumento dos linfonodos e, semanalmente,
amostras de sangue eram coletadas para avaliagdo soroldgica. Les6es no local de
inoculagcédo foram observadas em quatro dos cinco animais do grupo controle, e em sete
dos 10animais vacinados, demonstrando baixa protecéo vacinal. Entretanto, as lesdes
nao se disseminaram para outras partes do corpo no caso dos animais vacinados, ao
contrario do que ocorreu com 0s animais do grupo controle.

Paton et al. (1995) em uma analda eficacia de um composto de toxdide
vacinal contra LC, relatou uma reducdo no numero, no tamanho dos abscessos
pulmonares e na disseminacdo da enfermidade no rebanho. Em estudo realizado
posteriormente, Paton et al. (2003) avaliaram a eficicia da vacimaqtra LC, em
rebanhos ovinos de Nova Gales do SutoNa e Australia Ocidental. Foi observado
que, somente 10% a 15% dos produtores estavam obtendo sucesso no controle da LC a
partir dos programas de vacinacdo recomendados. Além disso, os autonasagfi
gue, embora 43% dos criadores utilizassem vacina contra LC, apenas 12% deles
utilizavamna corretamente. Com isso, concluiram que ajustes nos programas de

vacinagao iriam reduzir drasticamente os indices de prevaléncia da LC nos rebanhos.
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Um estudo realizado por Hodgson et al. (1999) testou a eficacia de uma vacina
com a forma geneticamente inativada da fosfolipase D, em ovinossutstituicdo da
histidina20 pela serina. Os resultados indicaram que a vacina alterada geneticamente
conferiu uma protecdo em somente 44% dos animais, contra uma protecdo de 95%
oferecida pela vacina com inativagdo da fosfolipase D pela formalina. Segando
autores deste estudo, a razdo para a variacdo observada entre as duas vacinas €
desconhecida, ja que ndo havia sido constatada diferenca significativa em relacdo aos
niveis de anticorpos produzidos pelos animais.

Moore et al. (1999) avaliaram a capgcDGH GH DWXDomR GR 37R[PLQ
vetor vacinal vivo, através da expressdo de gens externos e inducdo de producdo de
anticorpos contra @. pseudotuberculosi€omo resultados, os autores observaram que,
em geral, os niveis de expressfes génicas foraxosal, aparentemente, houve uma
ERD WROHUKQFLD GR 37R[PLQXV" HP UHODOmR jV SURWH1
expressdes génicas, entretanto, foram suficientemente altas para induzir niveis de
anticorpos especificos contra as proteinas recombinanpestiada aplicacdo de uma
GRVH ~QLFD GH 37R[PLQXV’

O genpld que codifica a fosfolipase D e o garo Q daC. pseudotuberculosis
que codifica a enzima-@esidroquinase tipo Il também foram modificados com o
intuito de induzir uma protecédo vacinal em ovinos, em estudo de Simmons et al. (1998).
Os autores observaram que mutamtes Q foram incapazes de induzir a producéo de
IFN-gama em ovinos e foram responsaveis por uma baixa producdo de anticorpos
contra aC. pseudotuberculosigesses animais. Entretanto, constaewma reducao na
severidade da enfermidade apés o desafio. Ja os mupésht@sduziram uma resposta
imune relacioada a producéo de IFgama pelos linfécitos e niveis relativamente altos
de anticorpos.

Um estudo realizado por Chaplin et al. (1999) foi desenvolvido para avaliar a
resposta imune humoral de ovinos a partir da utilizacdo de vacinas de DNA contendo o
domhio extracelular de bovino, CTLA (linfocito T citotoxico associado a proteina 4).

A funcéo da utilizacdo do CTLA na producdo de vacinas de DNA esta relacionada a
sua ligacdo ao antigeno de membrana B7 das células apresentadoras de antigeno
(APCs), pronavendo a fusdo dos antigenos aos sitios de indugédo da resposta imune.
Conforme os resultados obtidos neste trabalho, foi demonstrado um aumento
significativo na velocidade, magnitude e longevidade da resposta humoral em

comparacao aos dados obtidos a pai alteracdo genética g@éd. Em concluséo, os
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encontrarrse em estagio avancado de evolucdo. Dado este fato, tal procedimento
representa grandes riscos de contaminagdo ambiental, seja através da ruptura espontanea
inesperada do abscesso ou pela simples exposicdo ao meio externo de um material
altamente contaminado. A aplicacdo de solucdo de formol a 10% diretamente no
linfonodo j& bi avaliada e constateae a morte d&. pseudotuberculosiso local,
apesar do microrganismo permanecer viavel em outros linfonodos e visceras do animal.
Entretanto, diversos problemas e transtornos tém sido observados com relacdo a
utilizacdo deste prodo no abscesso, como o aparecimento de fibrose, evolucdo da
necrose, destruicdo dos tecidos epitelial e muscular adjacentes e provavel
comprometimento do osso mais proximo (ALVES e PINHEIRO, 2003). Além disso,
sabese que o formol apresenta efeitos terétogp, mutagénico e carcinogénico em
animais de laboratério, sendo também responsavel por causar anomalias congénitas e
outras reacdes adversas (PRODUTOS..., 2003).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeitgitro de antissépticos e
desinféantescontra aC. pseudotuberculosizara, em estudos futuros, serem avaliados
in vivo, através da aplicdo no interior do linfonodo danimaisacometidos pela LC
Entretanto, a determinacédo vitro da eficicia bactericida de tais produtos exige o
conheimento de algumas informacdes relacionad& aseudotuberculosigiue néo
encontrarrse disponiveis na literatura, como por exemplo, o0 numero de células
bacterianas viaveis existentes no meio de cultapasum determinado periodo de
crescimento. Com $®, objetivouse também descrever a curva de crescimentG.da

pseudotuberculosis
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ao longo do experimento como controle para zerar o esfbtreetro nos momentos

de avaliacdo da densidade Optica. Para a montagem da curva do numero de células
viaveis por mL de meio de cultyrioram utilizados os valores das menores diluicdes

gue possibilitaram sua contagem. Ao final do experimento, foi aelalia confirmacao

microbiolégicade pureza do mrorganismo no meio de cultura.

AVALIACAO IN VITRO DA SENSIBILIDADE DA C. PSEUDOTUBERCULOSIS
FRENTEAOS ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES

Para a determinacdo do perfil de sensibilidadeCdaseudotuberculasifoi
utilizada a metodologia do antibiograma de didduséo descrita por Bauest al.
(1966), seguindo as recomendacdesNaional Committee for Clinical Laboratory
Standards+NCCLS (2002). Foram utilizadas placas de petri de 150 muliaheetro
preentidas com 70 mL gar MuellerHinton acrescido de 5% de sangue ovi@mco
colbnias deC. pseudotuberculosf®ram transferidas de uma placa de agar sangue para
um tubo de ensaio contendo 2 mL de caldo BHBGual foimantido sob incubacéo a
37°C, de foma a se obter um inéculo com uma concentracdo equivalente a 185 x 10
UFC/mL. O periodo de incubacao do in6culo foi determinado pelos resultados obtidos
neste estudo, através da curva de cresciment@.daseudotuberculosidJm swab
estéril foi imerso nauwspensao bacteriana produzida, com o cuidado de pressiona
contra as paredes do tubo para retirada do liquido em excesso e semeado
uniformemente, por estrias justapostaas placas de agar Mueldinton, em trés
direcbes e por toda a superficie do me. perfil de sensibilidade daC.
pseudotuberculosisfoi avaliado frente a cinco principios ativos distintos de
antissépticos e desinfetantes: tintura de iodo a 10%, bijtoclde s6dio a 2,5%,
permanganato de potassio a 5%, sabonete liquido Aseptol®, e alcool etilico absoluto
(99,8%). Para o preparo dalucdo de tintura de iodo a%Coram utilizados 100 g de
iodo ressublimado, 60 g de iodeto de potassio, 50 mL de agtiadie e 950 mL de
alcool absolutoQuanto a solugdo de hipoclorito de sodio a 2,5%, foi utilizado um
produto comercial da mar&ilux®, a base de hipoclorito de sédio, hidréxido de sédio,
agua e teor de cloro ativo de 2,5% p/p. Discos estéreis defiapetom 12,5 mm de

diametro, foram embebidos em 75 pL de cada solucéo testada e da solugdo controle
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da fase estacionaria, j& que a turbidimetria ndo é capaz de realizar a discriminacao entre
as células vivas e as células mortas no meio de cultura (Tabela 1 e Figura 1). A
avaliacao da densidade Optica € baseada no fato de as cétutdsanas dispersarem a
luz, podendo assim, ser detectada®r medicdo da absorvancia em um
espectrofotdmetro (ISCSS, 2009). Consiste em um método bastante simples e util de se
realizar a estimativa relativa da massa celular bacteriana. A turbidez dder®itiura
esta diretamente relacionada ao niumero e ao peso das células bacteiEEREEs
naquela solu¢c&BIER, 1977).

A partir da observacados dados descritos Régural é possivel obter, ao longo
das primeiras 40 horas de cresciment@€dasedotuberculosisa correlacdo existente
entre a turbidez do in6culo e o numero de células microbianas viaveis existentes por mL

de meio de cultura.

Tabela 1. Densidade 6ptica do meio de cultura e nimero de células viaveis, pler mL
Corynebacteriunpseudatiberculosisinoculada em BHI+T, ao longde 48 horas de
incubacado a 37°C

Tempo (h) Densidade Optica* Numero de células viaveis (UFC/mL)
04 0,011 68 x 10
08 0,046 82 x 10
12 0,162 178 x 16
16 0,459 306 x 10
20 0,961 700 x 16
24 1,366 900 x 16
28 1,498 1050 x 18
32 1,515 820 x 10
36 1,519 1110 x 16
40 1,537 1200 x 18
44 1,508 140 x 16
48 1,426 221 x 16

*comprimento de onda de 600 nm






65

pseudotuberculosjsa obtengéo da concentracdo desejmilaalcancadaa partir da
incubacgédo do inéculo a 37°C por um periodo entre 28 e 40 horas.

Existem varios estudos na literatura que descrevem a curva de crescimento de
diversos microrganismos patogénicos, assim como avaliam os fatores externos que
interferem no seu desenvolvimento (BUCHANAN et al., 1993; BUCHANAN e BAGI,
1994; BOVILL et al.,, 2000). Entretantapdo foram encontrads trabalhe que
descrevessn, especificamente, auova de crescimento da. pseudotuberculosipara
uma possivel comparacao dos resultados obtidos neste experimento.

As médiase desvios padroatos didmetros dasonas de inibicao pela técnica de
discodifusaoobtidos notestein vitro estdo dispostos riBabela2. Dentre os produtos
analisados, obsense que somente a tintura de iodo a 10%, o hipoclorito de sodio a
2,5% e 0 permanganato de potassio a 5% demonstraram atividade inibitéria completa
contra aC. pseudotuberculosi®© maior halo de inibicdo foi dado pela tintura de iodo a
10%, seguido pelo hipoclorito de sodio a 2,5% e, posteriornmegitepermanganato de
potassio a 5%. Um fato interessante observado foi a formag¢do de um outro tipo de halo
ao redor de alguns discamde ndo se observava a inibicdo completa de crescimento
bacteriano mas sim, uma reducdo na quantidade de colbnias de bactérias, quando
comparada ao restante da placa. Este halo foi nomeadte estudo@gomo zona de
reducdo de crescimento bacterian@semédias deseus valoresobtidas para cada
produto, também estdo desaitzaTabela2. Vale ressaltar que as colbnias presentes no
halo de reducdo também foram confirmadas co@o pseudotuberculosisO
permanganato de potassio a %o Unico produto ge apresentou, além da zona de
inibicdo completa, uma zona de reducdo de crescimento bacteriano. Em relacdo ao
Asepto® e ao alcool etilico absoluto ndo foi observada formacdo da zona de inibicdo
completa e sim, apenas da reducdo de crescimento. Portest®,estudoestes dois
altimos produtosforam considerados como ineficazes no controls dapas deC.
pseudotuberculosigvaliadas.Vale ressaltar que os testes de sensibilidadgitro
realizados pelo método de disdifusdo sofrem interferéncia de algp fatores
incontrolaveis que podem ser responsaveis por gerar resulagidveis, como por
exemplo,em decorréncia ddiferencas existentes entre aseficients de difusdodos
produtos analisado€®OSBALDISTON, 1973).Além disso, outros estudos deveer s
realizados para avaliar a sensibilidade de outras cep@s peudotuberculosisente

aos mesmos prod utos.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo a partir da descricdo da curva de crescin@nto da
pseudotuberculosisontribuem fundamentalmente para a padronizacao de protocolos de
pesquisa relacionados a LBara obtencdo de uma concentragdo maxima de células
viaveis por mL em caldo BHI+T dexse manter o indculo a 37°C por um periodo de 28
a 40 hoas. A avaliacdo da densidade éptao meio de cultura liquido ®wn método
eficaz para estimacé@o do numero de célviageis até 40 horas de incubagéo do meio a
37°C.

Com relacda sensibilidaden vitro, a C. pseudotuberculosfsi sensivel dintura
de iodo a 10%ao hipoclorito de sodio a 2,5% a0 permanganato de potassio a 3%%.
desenvolvimento de um experimenitovivo se faz necesséario para a confirmacédo da
eficacia do novo tratamento sugerido para a LC, ja que os testes de sensibildade
podem sofrer acdo de fatores externos incontrolaveis e os produtos avptiddos

atuardeforma diferente na presenca de matéria organica.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a producdo de caprinos e ovinos vem assumindo uma
importanteparcelano contexto do agronegocio brasileiro. Atualmente, se caracteriza
como uma atividade de grande importancia cultural, social e econdmica para o Nordeste
do Brasil, desepenhando um papel crucial no desenvolvimenestd regido. A
producdo de alimentos de alto valor bioldgiteite, carne e viscera® pele de
excelente qualidade, além da adaptabilidade dos animais aos ecossistemas locais,
permite a caprin@vinocultura equadrarse como uma boa alternativa de trabalho e de
renda (MORAES NETO et al., 2003). Entretanto, ainda obssrvaima baixa
produtividade na regido em decorréncia da utilizacdo de manejos inadequados e da
grande ocorréncia de doengas, dentre elas adanite Caseosa (LC).

A LC é uma enfermidade crbnica e debilitante que acomete os pequenos
ruminantes, caracterizada pela formacdo de abscessos em um ou mais linfonodos,
causada pel&orynebacterium pseudotuberculgsism bacilo Gram positivo curto e
irregular de, aproximadamente, 0,5 a 0,6 pm por 1,0 a 3,0 pm. E uma doenca infecto
contagiosa que constitui um problema de ordem mundial, responsavel por causar
grandes perdas econbmicas nha capowiaocultura (ALVES et al.,, 2007). A
depreciacdo do valor daglps, condenacao de carcacas, quedas na producao de carne,
leite, 1& e eficiéncia reprodutiva sdo alguns dos princip@@piizos causados pela LC
(KRISHNA et al, 1977; FIGUEIREDO et al., 1982; PATON et al., 1994; PATON et
al., 2003), além do risco ofeido a saude publica pelo potencial zoondtico ja descrito
para aC. pseudotuberculos{MILLS et al., 1997; PEEL et al., 1997; JGIMMBERT
et al., 2006).

A ocorréncia de ferimentos na pele dos animais atua como a principal porta de
entrada para o microrg@amo, presente no meio ambiente devido a ruptura dos
abscessos de animais infectados pela doenca (NAIRN e ROBERTSON, 1974). O
exsudato purulento de uma lesdo de LC é extremamente rico em células bacterianas
vidveis, apresentando uma concentracdo aproxiradax 10° a 5 x 10 células por
grama de material (BROWN e OLANDER, 1987). Portanto, o principal aspecto
relacionado ao controle desta enfermidade esta no isolamento imediato dos animais
acometidos e na drenagem cirdrgica do abscesso, antes do seu rompimento natural, ja

gueo microrganismo é capaz de sobreviver e persistir no meio ambiente por um longo



76

periodo de tempo, constituindo uma constante fonte de infeccdo para os animais
(WILLIAMS, 1980). Tal caracteristica do microrganismo associada a ineficiéncia do
tratamento a Is de antimicrobianos e a dificil deteccdo dos animais infectados faz
com que a erradicacdo da LC seja uma tarefa extremamente ardua de ser realizada
(WILLIAMSON, 2001).

O tratamento atualmenteecomendadopara alLC consiste na drenagem e
cauterizacao quiima dos abscessos, utilizanrsge solucdo de iodo a 10%, quando estes
encontrarmse em estagio avancade desenvolvimentoPorém esta técnicaepresenta
grandes riscos de contaminacdo ambiental, seja através da ruptura espontanea
inesperada do abscesso pela simples exposicdo ao meio externo de um material
altamente contaminadtdm experimento avaliandoaplicacdo de solucdo de formol a
10% no interior @ linfonodo ja foi realizado, ondeconstatouse a morte dacC.
pseudotuberculosiso local da lesdgamanecendwiavel apenasem outrosdrgaos ou
linfonodos do animaEntretantga utilizacdo deste produto nioterior dosabscesso é
responsavepelo aparecimento dearios transtornoscomo a ocorréncia ddibrose,
necrose, destruicdo dos tecidos epitele muscular adjacentes eogsivel
comprometimento &l tecido 6sse@ALVES e PINHEIRO, 2003). Além disso, sabe
que o formolpossuiefeitos teratogénico, mutagénico e carcinogénico em animais de
laboratorio, sendo também responsavel por causar anomali@gnitas e outras
reacdes adversas (PRODUTOS..., 2003).

Estudosn vitro recentemente desenvolvidos com intuito de avaliar a eficacia de
antissépticos e desinfetantes de baixa toxicidade ao organismo animal, c@tra a
pseudotuberculosjgelatam a altaensibilidade deste microrganismo frente a solucéo
de tintura de iodo a 10% e ao hipoclorito de sddio a 2,5% (SANTOS et al., 2009).
Portanto, objetivoise com este experimento, avaliar a eficaciautlizacdo dessas
substanciasio interior do abscesso @aimais acometidos pela LC, em estagio inicial

de desenvolvimento, visando o tratamento e o controle desta enfermidade.
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(Teste da Inibicdo da Hemolise Sinérgica) para confirmacdo do diagnéstico de LC e, a
partir dai, divididosaleatoriamentem trés grupos, contendo seis animais cada um. O
primeiro grupo de animais foi tratado com tintura de iodo a 10% (TI), o segundo grupo
com hipoclorito de sodio a 2,5% (HS) eeasceirogrupo foi utilizado como controle

para a realizagdo do tratamento convencional da enfermidt@dwés da drenagem
cirdrgica e cauterizacao quimica da le@@d). Para o preparo dalucao de tintura de

iodo a 1@%, foram utilizados 100 g de iodo ressublimado, 60 g de iodeto de potassio, 50
mL de agua destilada e 950 mL de alcool absof@t@nto a solucéo de hipoclorito de
sédio a 2,5%, foi utilizado um produto comercial da maBcdux®, a base de
hipoclorito de sédio, hidroxido de sédio, agua e teor de cloro ativo de 2,5% p/p. No
momento que precedeu o tratamento, um volume de 1 mL de solucdo salina estéril
(NaCl, 0,95%) foi injetado no interior do linfonodo acometido e em seguida puncionado

para confirmagd microbioldgica d&C. pseudotuberculosis

TRATAMENTO E ACOMPANHAMENTO CLINICO, MICROBIOLOGICO E
HEMATOLOGICO

Inicialmente foram realizadas tricotomia e antissepsia da regido dos linfonodos
acometidos, com &lcool a 70% e tintura de iodo a 10%. Faagplium volume de 5
mL do produto a ser testado no interior do abscesso ja formado de cada animal,
utilizandose seringas e agulhas descartaveis, de 5 mL e 25 x 0,7 mm de diametro,
respectivamente. Apds o tratamento, os animais foram avaliados clinieashueante
cinco meses, duas vezes por semana, para descricdo da evolucdo do caso clinico. Foi
realizado o exame clinico completo (DIFFAY et al.,, 2005), dando énfase a
caracterizagéo das lesdes localizadas nos linfonodos, como o aumento ou redugéo do
didmeto dos abscessos, alteracdo em sua consisténcia, sensibilidade, mobilidade,
cicatrizagcdo ou ruptura. Nos casos de ruptura, foi realizada a coleta de material para
isolamento e identificacdo do microrganispr@sente no local da lesdo e o ferimento
tratadocom tintura de iodo a 10%spray repelente de insetd@uando necessario, foi
utilizada uma pomada cicatrizante e antibiotico local. O material coletado foi plaqueado
em agar sangue e as coldnias submetidas a caracterizacdo macroscopica, coloracéo pelo

meétodo de Gram e provas da catalase, urease e fermentacdo de carboidratos, para
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por 18 a 24 horas. A presenga antitoxinas nos soros testados foi evidenciada pela
inibicdo da hemolise no meio de cultura. O titulo sorolégico corresponde a maior
diluicho que nao apresenta hemolise, indicando existir anticorpos suficientes nesta.
Somente titulos maiores ou iguais:@ foram considerados como sorologia positiva.
Todas as andlises sorolégicas e microbiologicas foram desenvolvidas no Laboratério de
Bacteriologiado CNPC

ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
consicerando trés tratamentos e seis repeticdes. Os dados obtidos foram analisados
quanto a sua normalidade pelo teste de Lilliford e submetidoglgeane variancia
geral utilizandose o pograma estatistico SAEG (SAE@007). A comparacdo de
médias foi reatada através do teste de Dunnet, onde foi adotado um nivel de

significancia de 5%.
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aspeto deve ser levado em consideracdo para avaliar a eficacia do tratamento sugerido,
ja que a conduta preconizada para o tratamento de qualquer abscesso em estagio
avancado consiste na drenagem completa de todo o material formado (KNIGHT et al.,
1980). Sugee-se que se o tratamento tivesse sido realizado em momento anterior ao que
foi descrito, ou seja, em estagio mais precoce de desenvolvimento dos abscessos, 0s
resultados poderiam vir a ser satisfatorios. Entretanto, caso esta hipétese seja realmente
compovada em estudos futuros, sugE@eque a praticidade do novo tratamento esteja
comprometida, ja& que o0s abscessos em estagio extremamente inicial de
desenvolvimento dificilmente seriam detectados somente pelac@itsgeeriddica do
rebanho, e sinpelo acompahamento através da palpacdo dos linfonodos externos dos
animais.

Outro dado importante que deve ser mencionado diz respeito ao periodo de
duracdo da apresentacado clinica da enfermidade. Okseryae aos 90 dias apds o
tratamento, todos os animais dogmps Tl e HS ja ndo atuavam mais como portadores
clinicos da enfermidade (Figuras Rk Neste momento, todas as lesdes dos animais
pertencentes a estes dois grupos ja estavam cicatrizadas, difergneefdoobservado
para os animais do grufr, ondea resolucdo do processo inflamatério se concentrou
no periodo entr® 84° e 140° dia dexperimento (Figura 3)A informacdo descrita
acima é confirmada apos a avaliacdo da duracdo média, em dias, da fase clinica da
doenca. O grupo Tl apresentou uma mékiaduracdo de 51,33 dias, o grupo HS de
52,5 dias e o grupo CT de 87,67 dias, ou seja, mais de um més além dos tratamentos
avaliadosPortanto, caso seja realizado algum tipo de adaptacdo ao tratamento avaliado
gue faca com que ele se torne satisfat@i@ncurtamento do curso da enfermidade
seriamais uma vantagem adquirida com a nova técnica. ferorduracédo da fase
clinica da doenca implicaria um menor gasto com-td&éobra, ja que apos a deteccao
das lesGes, um acompanhamento mais freqiente dos animais se faz necessario para
evitar a ruptura espontanea dos abscesa@®etaminacdo ambiental.

Na Figura 6 estd representada a eficacia dos dois tratamentos avaliados em
comparacao ao convencional atualmente preconizado paraNoldtie diz respeito ao
controle da contaminacdo ambiental pd&la pseudotuberculosisnotase que o

tratamento convencionalifmais efi@z que os dois grupos analisados.
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Figura7. a) Edema acentuado na regido do linfonodo trataddes&jyobservadaros
animaistratados com tintura de iodo a 10% e hipoclorito de sodio a 2,5%.

Os valores médios hematoldgicos obtidos no periodo inicial e final do
experimento estdo descritos Tiabelal. A partir da andlise dos dados, obsesgajue
todos os indices encontrese dentro dos limites de normalidade para a espécie ovina,
de acordo conos valores fornecidos pdiain (1993). A analise comparativa entre 0s
dois grupostestalos e o grupo controle revela que nao existe diferenca estatistica
significativa (p>0,05) para as variaveis avaliadas. Com isso, adeni@e a toxicidade
dos produtosutilizados, a reacdo de dor e o stress decorrente dos tratamentos néo
desencadearaaiteracdes no eritrograma ou no leucograma dos animais. A comparacao
estatistica entre os meses inicial e final do estudo acusou diferenca significativa
(p<0,05) dentro dgrupo HS para leucdcitos, linfécitos e monécitos e dentro do grupo
Tl para mondcitos. A diminuicdo de tais valores ao final do experimento pode ser
explicada pela resolucédo do processo inflamat&iamportante salientar queesmo
que os tratamentos aiados ndo tenham apresentado 100% de eficacia, apls a
obtencdo dos dados dasinformacfes necessarigara este estugddodas as lesdes
foram devidamente tratadas até sua completa cicatrizacdo. Ao terceiro més de
acompanhamento, todos os animais dos @upb e HS ja possuiam &sao
completamente cicatrizada e os valoragmentadosde linfécitos e mondcitos
observados em momento anterior se devem, provavelmente, a linfadenopatia localizada
e a multiplicacdo de macrofagos para remogéo de debris celulaaesedo processo de
recuperacdo (BU3, 1994; WILLARD et al., 1994).

Percebese com issoque as alteracbes no hemograma descritas neste estudo sao
decorrentes muito provavelmente,do processo inflamatério causado pe@&
pseudotuberculosi§GAMEEL e TARTOUR, 1974).Portantq vale ressaltar que a
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pertencentes aos grupos Tl e HS, no primeiro més apémamento, diferente do
observado para o grupo controle. Apés o aumeasmorologia dos dois grupos citados,
tais valores se mantiveram relativamente altos até o quarto més. A partir dai, foi
observada uma discreta queda dos valores. Além disso, olkseryze a titulacéo

sorolégica do grup€T mantevese constante ao longo de todo o periodo experimental.

(Log 2)

SO P N W A 00O N 00 ©
1

------ Tintura de lodo a 10%
—e— Hipoclorito de Sédio a 2,5%

Tratamento Convencione

Médias dos titulos sorolégicos pelo IHS

0 1 2 3 4 5
Tempo apds o tratamento (meses

Figura 8. Médias dos titulos sorolégicqkog 2) pelo IHS dos grupos tratados com
tintura de iodo a 10%, ipoclorito de sddio a 2,5% e do grupo sofpatamento
convencional, ao longo de cinco meses.

A andlise estatistica comparativa entre osasiedentro de cada grupo, mostrou
gue os meses 1, 2, 3 e 4 sao diferentes (p<0,05) do, pé&sas grupos Tl e H3a no
grupo CT, ndo houveiferencga estéstica significativa eme os mesesde 1 a5 e omés 0
(Tabela 2), confirmando o que foi visualizado pela andlidgeglaa8.

%XO0JLQ GHVFUHYH D XWLOL]DomR GH 3DXWRYDFL
a 25 mL de formalina (solugcdo a 10%) no intedo linfonodo de animais acometidos
pela LC, com a ressalva de nao utiiagém animais destinados ao consumo humano.

A reacédo inflamatéria causada pela acéo irritantentiara de iodo a 10% éo
hipoclorito de sédio a 2,5% poder estimulado amigracdo celular, com maior
exposicdo de antigenos e, consequentemente, aumento da imunidade hEmoral.
importante ressaltar que a atividade imunoldgica desencadeada con€a a
pseudotuberculosi¢ complexa e envolve tanto a resposta humoral quanto larcelu
(ELLIS et al., 1990). Por isso, o aumento nos titulos sorolégicos dos animais nao

implica, necessariamente, a protecédo contiafeecdo ou recidiva da sintomatologia
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CONCLUSOES

Concluise que a aplicacéo de tintura de iodo a 10% e de hipoclorito de sédio a
2,5%, no interior do abscesso de animais acometidos pela LC, em estagio de
desenvolvimento no qual as lesdes sdo detectadas através da inspecdo, ndo € 100%
eficaz para o contle desta enfermidade.

Estudos futuros devem ser realizados com intuito de avaliar o efeito do mesmo
tratamento em animais que ainda ndo possuem aumento visivel de linfonodo, mas ja

apresentam uma linfadenomegalia perceptivel a palpagéo.
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