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RESUMO: Objetivou-se avaliar a ocorréncia de linfadenite caseosa e tuberculose em ovinos da
raca Santa Inés com presenga de linfonodos superficiais reativos no exame clinico. Foram exami-
nados 650 ovinos, adultos, entre um e quatro anos de idade de 11 propriedades da regido de
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Foi realizado teste tuberculinico cervical comparativo (TCC),
cultivo microbioldgico e a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir das culturas
isoladas e soro sanguineo para identificacdo de Corynebacterium pseudotuberculosis. Do total de 650
ovinos examinados, 14,6% (96/650) apresentaram pelo menos um linfonodo superficial reativo,
sendo a frequéncia de: pré-escapulares (41,9%), submandibulares (38,1%), parotideos (14,3%) e
pré-crural (5,7%). O cultivo microbiolégico do material puncionado apresentou Corynebacterium
pseudotuberculosis em 81,8% das amostras (18/22), Staphylococcus sp e Escherichia coli em 4,6% (1/22)
e ndo houve crescimento em 13,6% (3/22). Todas as 18 amostras da cultura de C. pseudotuberculosis
foram positivas na PCR e apenas 3/22 amostras de soro foram positivas na PCR. O TCC de 96
ovinos apresentou 93 testes negativos e 3 inconclusivos. Concluiu-se que em ovinos Santa Inés,
com presenca de linfonodos superficiais reativos, houve a incidéncia de 81,8% (18/22) de linfadenite
caseosa e 3,1% (3/96) de animais inconclusivos no teste tuberculinico cervical comparativo.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, linfonodo, teste cervical comparativo.

OCCURRENCE OF CASEOUS LYMPHADENITIS IN SHEEP BREED SANTA INES WITH SURFACE
REACTIVE LYMPH NODES AT UBERLANDIA REGION, MINAS GERAIS

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the occurrence of caseous lymphadenitis and tuberculosis
in Santa Ines sheep, with the presence of reactive superficial lymph nodes on clinical examination,
it was examined 650 adult animals, between one and four years of age from 11 farms in the region
of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. Tuberculin cervical comparative test (CCT) was performed,
as well as microbiological culture and polymerase chain reaction technique (PCR) for positive
cultures and serum samples for Corynebacterium pseudotuberculosis identification. From the
total of 650 sheep examined, 14.6% (96/650) had at least one presented swelling superficial lymph
node, and the frequency was: pre-scapular reactive lymph nodes (41.9%), submandibular (38.1%),
parotid (14 3%) and pre-crural (5.7%). The microbiological culture punctured material showed
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growth of Corynebacterium pseudotuberculosis in 81.8% of the samples (18/22), Staphylococcus sp and
Escherichia coli in 4.6% (1/22) and no growth in 13.6% (3/22). All 18 samples of the culture of C.
pseudotuberculosis were positive by PCR and only (3/22) serum samples positive by PCR. The
TCC made of 96 sheep, 93 negative tests and 3 inconclusive. It is concluded that in Santa Inés sheep
with the presence of swelling in superficial lymph node, the incidence of caseous lymphadenitis
was 81.8% (18/22) and 3.1% (3/96) of animals were inconclusive in the tuberculin cervical

comparative test.

Keys words: Corynebacterium pseudotuberculosis, lymph node, cervical comparative test.

INTRODUCAO

A linfadenite Caseosa é uma doenga causada por
Corynebacterium pseudotuberculosis que acomete ovinos
e caprinos em todo o mundo (WiLLiamson, 2001;
DoreLLA et al., 2006). C. pseudotuberculosis € uma bacté-
riagram positiva, anaerobia e intracelular facultativa
(Connor etal ., 2000; SELiN, 2001), capaz de sobreviver
por longos periodos no meio ambiente, contribuindo
para a alta taxa de transmissdo dentro de um reba-
nho (BAIrp e FONTAINE, 2007). E responsavel por signi-
ficativos prejuizos econdmicos por acarretar reducao
na producdo de carne, 1 e leite, diminuicédo na efici-
éncia reprodutiva e condenagdo de carcagas e couro
nos abatedouros (ArseNauLT et al., 2003).

A transmissao ocorre, principalmente, através da
contaminacdo por feridas superficiais, que podem
aparecer durante procedimentos cirdrgicos, lesdes
auriculares ou traumatismos (WiLLiamson, 2001).

As manifestaces de linfadenite caseosa em pe-
guenos ruminantes sdo caracterizadas principalmen-
te por necrose e caseificagdo nos linfonodos. A forma
mais frequente da doenca ¢ a linfadenite caseosa ex-
terna que se caracteriza por formagéo de abscesso nos
linfonodos superficiais e no tecido subcuténeo. Estes
abscessos também podem se desenvolver internamen-
te em Orgados parenquimatosos, como pulmades, rins,
figado e bacgo, caracterizando assim a forma visceral
(MEercHANT e PAckeRr, 1967). Em alguns casos, a infec-
¢éo produz sinais inespecificos, permanecendo des-
conhecida até que um exame post-mortem seja feito,
tornando dificil a obtencéo definitiva de dados sobre
a prevaléncia desta doenga e permitindo que a doen-
¢a se difunda dentro e entre rebanhos (Paton et al.,
1995; ArsenauLT et al., 2003).

Outra afec¢do importante é a tuberculose, que jun-
tamente com outras micobacterioses estdo entre 0s

agentes que podem provocar lesbes granulomatosas
semelhantes as da linfadenite caseosa e ha necessi-
dade de se aprimorar o diagnéstico diferencial entre
estas enfermidades (MarconbpEs, 2007). Relatos sobre
tuberculose em ovinos tém sido descritos em varios
paises, com diagndsticos constituidos por achados
de necropsia, inspe¢do em abatedouros ou através da
realizacao do teste tuberculinico (AnbersoN e KING,
1993).

A ocorréncia da tuberculose em pequenos rumi-
nantes faz destas espécies uma fonte potencial de in-
feccdo aos seres humanos, devendo ser considerada
como um problema no avan¢o de programas de
erradicacdo da tuberculose (Mara, 2001). A tubercu-
lose € uma doenca que se manifesta pela presenca de
focos necraticos, encapsulados em diversos 6rgéos, e
abscessos nos ganglios linfaticos assim como a
linfadenite caseosa (Jones et al, 2000).

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avali-
ar a ocorréncia de linfadenite caseosa e tuberculose
em ovinos da ra¢a Santa Inés, criados na regiéo de
Uberlandia-MG, com presenca de linfonodos super-
ficiais reativos no exame clinico.

MATERIAL E METODOS

Foram examinados 650 ovinos da raga Santa Inés,
adultos, entre um e quatro anos de idade, de 11 pro-
priedades da regido de Uberlandia, Minas Gerais,
Brasil. Para o experimento foram selecionados ani-
mais que apresentaram pelo menos um dos linfonodos
superficiais reativos e submetidos ao teste
tuberculinico cervical comparativo (TCC). Foram
palpados os linfonodos pré-escapular,
submandibular, parotideo, pré-crural, supramamario
e popliteo.

Dentre os animais selecionados, foi possivel
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puncionar e colher contetdo dos linfonodos de con-
sisténcia mole. A colheita de conteddo dos linfonodos
reativos foi realizada através de tricotomia do local,
antissepsia e pung¢édo com auxilio de agulha (40x12) e
seringa de 20 ml estéreis. Ap0s a colheita, os materi-
ais foram refrigerados em caixas térmicas até a chega-
daao laboratorio, onde foram congeladas (-20°C) para
posterior cultivo microbioldgico e realizag¢do da téc-
nica reacdo em cadeia polimerase (PCR), para identi-
ficacdo de Corynebacterium pseudotuberculosis. Além
disso, foram avaliados o aspecto e viscosidade do
contetido coletado.

O conteudo dos linfonodos foi diluido na propor-
¢édo de 1:5 (peso/volume) em solugéo salina 0,85%
estéril e 10 pl das suspensdes foram semeados em agar
sangue de carneiro a 5% e incubados por 48 horas a
37°C. Ap0s esse periodo foram observadas as caracte-
risticas macroscépicas das colénias como tamanho,
forma, coloracao, presenca e tipo de hemolise. A se-
guir, foi realizada a bacterioscopia, corando-se pelo
método de Gram esfregacos das diferentes col6nias,
onde ao microscépio foram observadas a morfologia,
disposi¢ao das células e as caracteristicas tintoriais
ao Gram.

As coldnias sugestivas de Corynebacterium sp. fo-
ram identificadas como sendo da espécie
Corynebacterium pseudotuberculosis através das seguin-
tes provas bioquimicas: produgdo de catalase,
motilidade, urease, reducéo de nitrato, liquefacéo de
gelatina e fermentacéo de agUcares (glicose e lactose),
segundo KoNemaN et al. (2008). Estas col6nias de
Corynebacterium  pseudotuberculosis foram
ressuspendidas em 100ul de solugdo salina 0,85%
estéril e fervidas por 10 minutos a 100°C para libera-
¢do do material genético.

Para a técnica da PCR foram utilizados primers
descritos por Cetinkaya et al (2002) com amplificacdo
de um fragmento de 815 pares de bases (pb) daregiéo
16S rDNA do Corynebacterium pseudotuberculosis. A
amplificacdo das amostras foi realizada com a utili-
zagdo de 10 ul. de DNA extraido e/ou col6nia fervi-
da, acrescido de 40 uL da mistura de reagentes da
PCR contendo 1,25 U taq DNA polimerase, 200 uM de
cada desoxirribonucleotideo, 5 pl de tampao 10 X
(10mM Tris-HCI, pH 8,0; 50mM KCI); 2mM MgCl, e
25 pmol de cada primer.Para aamplificacdo do DNA
alvo foi empregado o seguinte ciclo de temperaturas:
desnaturacéo inicial a 95°C por 4 min., seguida de 30
ciclos de desnaturacéo a 94°C por 1min., hibridizacéo

a 53°C por 1 min., e extensdo a 72°C por 1 min., com
uma extenséo final de 72°C por 7 min.

Uma cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis
proveniente do Laboratdrio de Bacteriologia Geral do
Instituto Bioldgico foi utilizada como controle positi-
vo dareacdo, e &gua deionizada estéril como controle
negativo. Os produtos amplificados foram submeti-
dos aeletroforese em gel de agarose a 1,0%, acrescido
de TBE 0,5X (0,0045 M TRIS-Borato e ImM de EDTA
ph 8,0) e brometo de etideo a 0,5mg/mL.

Daqueles animais que foram puncionados 0s
linfonodos, também foram coletadas amostras de san-
gue por puncdo da veia jugular, utilizando-se o Siste-
ma Vacutainer®, em tubos contendo vacuo e sem
anticoagulante. No laboratério, as amostras foram
centrifugadas e o soro sanguineo separado em 2
aliquotas, acondicionado em tubos plasticos e con-
servado em freezer (-20°C). O soro coletado foi dilui-
do na proporcéo de 1:5 (peso/volume) em solucgédo
salina 0,85% estéril e processado para extracao de
DNA com isotiocianato de guanidina utilizando o
reagente comercial DNAzol ( Invitrogen®) cujo proto-
colo foi adaptado de CHomczynski (1993).

Para o teste tuberculinico cervical comparativo
realizou-se tricotomia na regido cervical do lado di-
reito do animal, a uma distancia de mais ou menos
cinco cm entre os locais de aplicagdo. Apds essa eta-
pa, foi feita a medida da espessura da pele com
cutimetro de pressao (Suprivet®). Com o auxilio de
seringas semi-automaticas multidose (McLintock®),
inoculou-se, via intra-dérmica, 0,1mL de PPD aviario
(tuberculina aviéaria) e 0,1 mL de PPD bovino
(tuberculina bovina), com distancia de 5 cm entre as
aplicacBes. Apos 72 horas da aplicacdo procedeu-se
nova leitura da espessura da pele e a interpretacéo
feita de acordo com os valores preconizados por
CvriLLo et al. (2006).

Os dados foram apresentados em porcentagem e
utilizou-se o programa Biostat 5 para fazer a analise
do teste kappa, sensibilidade e especificidade do exa-
me de PCR das amostras de soro. A interpretacédo do
teste Kappa foi de acordo com Lanbis e KocH (1977).

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para
utilizagdo de animais em experimentos da Universi-
dade Federal de Uberlandiacom o protocolo de regis-
tro CEUA/UFU 016/2010.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 650 ovinos, 14,6% (96/650) apresenta-
ram pelo menos um linfonodo superficial reativo.
Destes 96 animais, apenas 22,9% (22/96) foi possivel
a colheita de contetdo de linfonodos reativos. Os
linfonodos puncionados continham contetido puru-
lento e de viscosidade variavel. Segundo RIET-CorreA
et al. (2001) nos abscessos geralmente encontra-se con-
teddo com coloragdo que varia do branco ao amare-
lado e ou esverdeado, inodoro e com consisténcia ini-

cial pastosa que finalmente se torna dura e seca com
uma aparéncia laminada, semelhante a uma cebola
cortadatransversalmente, mais caracteristica nos ovi-
nos.

O exame de avaliacéo dos linfonodos superficiais
permitiu identificar a localizacéo e frequéncia dos
linfonodos reativos (Graf. 1). Verificou-se uma
frequéncia mais alta nos linfonodos pré-escapulares
(41,9%), submandibulares (38,1%), parotideos (14,3%)
e pré-crural (5,7%).

45% -
40% | * [ pré-escapular
S 35% - 7 : 7submandibular
© 30%:; [ _ parotideo
§ 25% 1 T g pré-crural
2 20% T P N
:Tj 1506 i By [ supramamario
10% 4 . @ popliteo
5% 1
0% L

Reativos

Puncionados

Gréfico 1. Frequéncia da localizacdo dos linfonodos reativos de 96 ovinos e puncionados de 22 animais da raca Santa
Inés, na regido de Uberlandia, Minas Gerais — 2011

Souza et al. (2011) no trabalho de linfadenite
caseosa em ovinos abatidos na Paraiba, observaram
gue dos 1.466 animais, 236 (15,9%) apresentaram le-
sdes semelhantes a linfadenite, e as principais lesdes
estavam nos linfonodos pré-escapulares em 36,3%
(97/268), nos parotideos em 22,4% (60/268) e no preé-
crural em 20,9% (56/268). E em relacéo aos linfonodos
submandibulares, encontraram apenas em 0,7% (2/
268). Sendo que no presente trabalho verificou que
dos 96 ovinos com linfonodos reativos mais frequen-
tes foram os linfonodos pré-escapulares (41,9%), se-
guido dos submandibulares (38,1%).

Nassar (2012) avaliando 42 animais acometidos
por linfadenite caseosa, encontrou uma frequéncia de
21/42 (50%) de linfonodo cervical superficial, segui-
dodo linfonodo parotideo 10/42 (24%), mandibular
4/42(9,5).

Os linfonodos citados sdo os mais afetados, pois
de acordo com RaposTiTs et al. (2007) a maioria das

lesGes (70-90%) ocorre nos linfonodos pré-escapulares,
retrofaringeos, parotideos, sub-mandibulares e pré-
crurais, possivelmente por estas areas serem as mais
frequentemente afetadas por escoriag¢des e outras le-
sdes traumaticas que facilitam a penetracao do orga-
nismo.

O cultivo microbiol6gico do material puncionado
apresentou o crescimento de Corynebacterium
pseudotuberculosis em 81,8% das amostras (18/22), em
4,6% o crescimento de Staphylococcus sp e Escherichia
coli (1/22) e em 13,6% n&do houve crescimento (3/22).
O resultado foi semelhante ao de Souza et al. (2011)
que verificaram, no cultivo microbiolégico de 51
linfonodos com lesdes, 47 (86,3%) apresentaram iso-
lamento bacteriolégico, sendo 43 (74,5%) positivos
para C. pseudotuberculosis, 3 (7,8%) para Staphylococcus
aureus e 1 (2%) para Escherichia coli e 3 (5,9%) foram
negativos.

Todas as 18 amostras que apresentaram cresci-
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mento de Corynebacterium pseudotuberculosis no culti-
vo microbiolégico foram positivas para a PCR da co-
I6nia. Segundo CeTinkAYA et al. (2002) esta € uma nova
estratégia para a identificacdo de bactérias isoladas
de abscessos, atraveés da utilizacdo da PCR especifica
para C. pseudotuberculosis.

Porém, os resultados da analise da PCR nas 22
amostras de soro dos ovinos apresentaram somente
13,6% (3/22) de animais positivos e 86,4% (19/22) de
animais negativos. Em relacéo ao diagndstico feito
através da cultura microbioldgica e identificagdo bio-
quimica (KonemaN et al., 2008) a PCR de amostras
séricas apresentou uma fraca concordancia (Teste
kappa=0,0678), sensibilidade de 16,67% e
especificidade de 100%. Isto demonstra que o0 soro
néo é um material biolégico adequado para o diag-
nostico de linfadenite caseosa, apesar de sua facili-
dade na coleta, transporte e armazenamento, quando
comparado com aculturae PCR dasecrecéo.

Para auxiliar o diagnéstico de linfadenite caseosa
foram desenvolvidos testes sorolégicos, porém na mai-
oria deles foi relatado a falta de sensibilidade e
especificidade (Menzies et al, 2004). No entanto, al-
guns testes imunoenzimaticos (ELISA) baseados em
diagnostico foram relatados por serem eficazes no con-
trole e erradicacéo (Dercksen et al., 1996). Recentemen-
te, testes de ELISA para deteccdo de interferon-gama
(IFN-&), como marcadores de imunidade mediada por
células contra a Corynebacterium pseudotuberculosis tém
sido desenvolvidos. O IFN-a teste ELISA parece ser o
mais sensivel na detec¢do de infeccdo prévia em
caprinos, e ndo parecem ser afetados pela vacinagdo
em ovinos (Menzies et al, 2004).

Nassar (2012) padronizou teste ELISA indireto com
a utilizacdo de antigeno de parede, sobrenadante de
células, e dessa forma pbde detectar muitos antigenos
presentes no C. pseudotuberculosis, com sensibilidade
e especificidade de 100% para ambas.

No estado de Minas Gerais a partir de 2000 vém
aumentando consideravelmente as criacdes de ovi-
nos, através da aquisicéo de animais de outras regi-
Oes do pais, onde a linfadenite caseosa é frequente,
resultando num consideravel aumento do tréansito de
animais portadores dentro do Estado (Arco, 2008).
Afora isto, a linfadenite caseosa pode se tornar um
problema de satide publica, por ser tratar de zoonose
(PeeLetal., 1997; Join-LawmeerT et al., 2006). O primeiro
caso de linfadenite caseosa no Brasil foi relatado em
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1972 (Garcia et al., 1987) e, apesar desta doenca ser
encontrada em rebanhos de ovinos, poucos dados
epidemioldgicos e estudos tém sido realizados no pais
(Sivaetal., 1982.; GuimaRrAEs, 2006).

Em relacéo a tuberculose, no total de 96 testes de
tuberculina (TCC), 96,9% (93/96) dos animais foram
negativos e 3,1% (3/96) inconclusivos. Como o proje-
to previa apenas uma avaliagdo dos animais, néo foi
possivel a confirmacdo ou ndo destes animais
inconclusivos, sendo que dois destes logo apds o exa-
me foram abatidos pelo proprietario. Destes trés ovi-
nos inconclusivos foi possivel a colheita de material
purulento de apenas dois, e apresentaram crescimen-
to de Corynebacterium pseudotuberculosis no exame
microbioldgico, foram positivos na PCR da col6nia e
negativos na PCR da amostra clinica (soro). Nao foi
realizado cultivo para isolamento de Mycobacterium

sp.

O TCC dos animais com linfonodos superficiais
reativos ndo apresentou nenhum resultado positivo,
apesar de Correa e Corréa (1992) e RieT-Correa et al.
(2001) citarem que os linfonodos da pele e do tecido
conjuntivo subcuténeo tém grande importancia
diagnostica na tuberculose. Na tuberculose, os
linfonodos podem aparecer com elevacdes, geralmente
indolores, com aspecto tumoral, mas sem estarem
aderidos a pele. As lesdes acometem principalmente
os linfonodos da cabeca e cervicais superficiais, e
podem estar afetados um ou varios linfonodos unila-
teralmente, ou mais comum, bilateralmente.

No Estado de Sdo Paulo, pesquisadores acompa-
nharam o abate de 57 ovinos e observaram 11 ani-
mais com lesdes sugestivas de tuberculose, sendo os
orgdos mais afetados o figado, linfonodos
submandibulares, intestino, pulméo, linfonodo
mediastinico e glandula mamaria (MarconDes, 2007).
Em Pernambuco, SiLva et al (2010) trabalhando com
93 caprinos, identificaram uma frequéncia de 4,3%
de linfadenite caseosa, 11,8% de tuberculose e verifi-
caram a possibilidade de coexistir simultaneamente
as duas doengas.

Nesta pesquisa néo foi possivel afirmar a presen-
ca de tuberculose na populacdo estudada, com
linfonodos superficiais reativos, apenas a presenca
de animais inconclusivos. Porém, alerta-se para a alta
frequéncia de animais com linfonodos reativos na
populacdo abordada e a incidéncia de
Corynebacterium pseudotuberculosis nas amostras em
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gue houve condic¢des de colheita do material. Outro
fator relevante é o desconhecimento da tuberculose e
a linfadenite caseosa ser considerada uma enfermi-
dade negligenciada pelos criadores.

CONCLUSAO

Em ovinos da raca Santa Inés, com presenca de
linfonodos superficiais reativos, houve a incidéncia
de 81,8% (18/22) de linfadenite caseosa e 3,1% (3/96)
de animais inconclusivos no teste tuberculinico
cervical comparativo, na regido de Uberlandia, Mi-
nas Gerais.
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