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RESUMO

A ovinocultura apresenta importancia crescente no cenario econdmico brasileiro,
principalmente devido ao alto valor agregado de alguns de seus subprodutos, mas a
tecnificacdo da criacdo desses animais ainda enfrenta problemas, como a ocorréncia de
diversas doencas infecciosas. O produtor rural é desafiado com o fato de conciliar técnicas de
manejo com a prevencdo da infeccdo por diversos agentes. O presente estudo objetivou a
avaliacdo da situacdo soroldgica de ovinos quando testados para presenca de anticorpos
especificos para Brucella ovis e Corynebacterium pseudotuberculosis, bem como as praticas
de manejo utilizadas pelos criadores e sua correlacdo com a infeccdo dos animais. Nos
exames diagnosticos foi utilizada a técnica da Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) para B.
ovis e 0 ELISA indireto para C. pseudotuberculosis, em 501 e 498 amostras respectivamente,
de ovinos sem raca definida, provenientes do municipio de Pintadas — Bahia — Brasil. Um
questionario foi aplicado aos criadores com o intuito de obter dados acerca do sistema de
criacdo para posterior correlagdo com os dados soroldgicos. Os resultados demonstraram uma
prevaléncia de 0,59% de animais soropositivos para anticorpos anti-B. ovis, e 82,73% de
soropositivos para anticorpos anti- C. pseudotuberculosis, respectivamente. Certas préaticas de
manejo apresentaram correlagdo significativa com a sorologia da Brucelose ovina e da
Linfadenite caseosa, se mostrando de extrema importancia para o controle das doengas no

estado da Bahia.

Palavras-chave: Bahia, Brucelose ovina, diagnéstico, IDGA, sistema de producao,

Linfadenite caseosa, ELISA indireto.



ABSTRACT

The sheep industry has increasing importance in the Brazilian economic scenario,
mainly due to the high value of some of its products, but the technification of creating these
animals still faces problems such as the occurrence of various infectious diseases. The farmer
is challenged by the fact that reconcile management techniques to the prevention of infection
by various agents. This study aimed to assess the serological status of sheep when tested for
the presence of specific antibodies to Brucella ovis and Corynebacterium pseudotuberculosis
and management practices used by breeders and their correlation with the infection of the
animals. The diagnostic tests we used the technique of immunodiffusion Agar Gel (AGID) for
B. ovis and indirect ELISA for C. pseudotuberculosis, in 501 and 498 samples respectively,
sheep mongrel from the municipality of Pintadas - Bahia - Brazil . A questionnaire was
administered to farmers in order to obtain data about the creation of system for later
correlation with the serological data. The results showed a prevalence of 0.59% of
seropositive animals for anti-B antibodies. ovis, and 82.73% of seropositive for anti- C.
pseudotuberculosis, respectively. Certain management practices were significantly correlated
with serology of ovine brucellosis and caseous lymphadenitis, proving to be extremely

important for the control of diseases in the state of Bahia.

Key-words: Bahia, ovine brucellosis, diagnosis, AGID, production system, caseous
lymphadenitis, indirect ELISA.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui aproximadamente 17,4 milhdes de ovinos, sendo que a regido
nordestina concentra 56,7% desse total. Neste contexto, destaca-se o0 estado da Bahia, que
possui 0 segundo maior rebanho do pais com 3.125.766 cabecas, distribuidas em 417
municipios (IBGE, 2011). No Nordeste, a ovinocultura aliada a caprinocultura, representam
fatores importantes, uma vez que se constituem em atividades geradoras de recursos e
consequentemente contribuem para o desenvolvimento regional (RIZZO et al., 2014). Além
de assisténcia técnica deficiente os criadores de caprinos e ovinos do Nordeste enfrentam uma
série de enfermidades que comprometem a produtividade do rebanho com destaque para a
brucelose e a linfadenite caseosa (PINHEIRO, 2015).

A infeccdo por Brucella ovis, conhecida como epididimite dos carneiros, € uma
enfermidade infecciosa cronica de carater contagioso que acomete naturalmente de forma
exclusiva, a espécie ovina, provocando diminuicdo da fertilidade dos carneiros,
ocasionalmente abortamento nas fémeas e aumento da mortalidade perinatal. Desta forma
compromete a salde reprodutiva, que € de vital importancia para a producéo e a produtividade
dos rebanhos (COLETO et al., 2003, SILVA et al., 2009, MARTINS; ALMEIDA & BRITO,
2012). A epididimite dos carneiros € relatada na maior parte das principais regides produtoras
de ovinos do mundo, estando presente na Australia, Nova Zelandia, América do Sul e
América do Norte, Asia Central, Africa do Sul e Europa (MAGALHAES NETO E GIL-
TURNES, 1996; MARQUES, 2006). Caracteriza-se por ser uma doenca de distribuicdo
mundial, que gera impacto econdmico negativo em paises com ovinocultura desenvolvida,
devido aos baixos indices reprodutivos no rebanho acometido (MAGALHAES NETO E GIL-
TURNES, 1996; SANTOS et al., 2013).

A primeira ocorréncia de B. ovis descrita no Brasil, foi no Rio Grande do Sul por
Ramos et al. (1966), com elevada mortalidade entre cordeiros, natimortos, abortamentos e
epididimite nos machos, concomitantemente com a introducdo de animais oriundos de paises
onde a doenca ja havia sido notificada. O rebanho se contamina com B. ovis durante estacdo
de monta ou através de outros carneiros que convivem no mesmo ambiente, no ato de
cheirarem ou de se lamberem. Apo0s esse contagio a bactéria tem localizagdo nos epididimos
nos machos e em placentas nas fémeas. Nos epididimos causa uma rea¢do imunoldgica na

cauda ap6s o extravasamento do esperma, resultando em espermatocele e consequente
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reducdo da fertilidade. A eliminacdo do micro-organismo se da pelo ejaculado
(PESSEGUEIRO; BARATA & CORREIA, 2003). Nas ovelhas em que a infeccdo persiste,
até o abortamento, 0 microrganismo esta presente na placenta, nos corrimentos vaginais € no
leite. A mortalidade perinatal e o nascimento de cordeiros fracos sdo mais elevados que o
normal (BLASCO, 1990). Em contraste com os carneiros, as ovelhas sdo relativamente mais
resistentes a infecgdo, por isso, exercem importante funcdo na difusdo da doenca, pois muitas

vezes sao negligenciadas sob o ponto de vista de controle da doenca (MARCO et al., 1994).

A doenga em animais de producdo, ndo possui tratamento especifico, sendo o
diagndstico precoce, baseado nos testes sorolégicos, uma alternativa para reduzir ou até
mesmo erradicar a doenca entre o rebanho. O exame clinico ndo é suficiente para considerar o
animal negativo, sendo importante para o diagnostico definitivo a utilizacdo de exames
soroldgicos. Os testes laboratoriais de maior valor sdo a fixacdo de complemento,
imunodifuséo em gel (IDGA) e ELISA (COLETO et al., 2003; CARVALHO JUNIOR et al.,
2010). Para o diagnostico da brucelose ovina, a técnica de IDGA foi descrita e utilizada pela
primeira vez no Brasil por Ramos et al., (1966) no qual 6,5% dos soros testados foram
reagentes ao teste. A prevaléncia da infeccdo por B. ovis é varidvel em diversas partes do
mundo e depende, também, do método e/ou da prova diagnostica utilizada, variando de 2,4%
a 26% dos carneiros examinados nos trabalhos realizados em outros paises (TAMAYO;
VALENTIN & SCHUZBITZ, 1989; TORRES et al., 1997).

O Plano Nacional de Vigilancia e Controle da Epididimite Ovina (PNVCEOQO) por
Brucella ovis ndo prevé o tratamento nem a vacina¢do dos animais, e sim o isolamento e o
sacrificio dos soros reagentes confirmados pelo teste do IDGA (BRASIL, 2004). Ficou
instituido a normativa n°. 87, de 10 de dezembro de 2004 segundo 0 MAPA (Ministério da
Agricultura, da Pecuaria e Abastecimento), determina o artigo 4°, proibida a entrada em todo
o0 territério nacional de caprinos e ovinos portadores da doenca direta ou indiretamente
transmissiveis de parasitos, externos ou internos, cuja difusdo possa ser uma ameaca aos
rebanhos nacionais, de produtos de origem animal e quaisquer outros materiais que

representem risco de contaminacao do rebanho (LUCAS et al., 2009).

A Linfadenite caseosa € uma doenca infecto-contagiosa, de ocorréncia mundial, que

acomete caprinos e ovinos, caracterizada pela formacdo de abscessos em ganglios linfaticos
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superficiais, podendo também acometer 6rgdos e linfonodos internos. E uma enfermidade
cronica e debilitante, causada pela Corynebacterium pseudotuberculosis, responsavel por
grandes perdas econémicas, devido a utilizacdo de manejos inadequados e pela ocorréncia de
doencas, como a Linfadenite caseosa (ALVES, SANTIAGO & PINHEIRO, 2007).

Esta enfermidade esté distribuida em grande parte do mundo, sendo diagnosticada
na Australia, Argentina, Nova Zelandia, Africa do Sul e regides ocidentais dos Estados
Unidos, onde existe uma grande criacdo de ovinos, sendo descrita também em paises que
possuem significativa populacdo de caprinos e ovinos como: Gra-Bretanha, Noruega,
Holanda, Brasil, Egito, India, Turquia, Suddo, Franca e Canada (ARSENAULT et al., 2003).

Corynebacterium pseudotubercolosis causa consideraveis prejuizos econémicos
devido a diminuicdo da producdo de leite e carne, da condenacdo de visceras e carcacas pela
presenca de abscessos, da queda na reproducédo e dos altos custos em medicamentos e mao-
de-obra (MEYER et al., 2002). A forma visceral da doenca é a mais grave e mais
preocupante, onde o diagnostico clinico é dificil e a demora pode levar a debilitacdo do
animal, disseminacdo do patégeno no ambiente e levar a morte de individuos (LUCAS et al.,
2009). Devido aos danos que os abscessos provocam nas peles e carcagas, ha uma grande
necessidade de implantar medidas severas ao controle da Linfadenite caseosa, por se tratar de
produtos com alto valor no mercado nacional e internacional (PINHEIRO et al., 2000;
SANTIAGO et al., 2010).

Alguns fatores sanitarios sdo indicados como responsaveis pela reducdo da
produtividade, contudo, a maioria dos criadores de ovinos entrevistados neste estado, relatou
0 aparecimento frequente de doengas infecciosas como uma das principiais limitagdes para a
criacdo e constituem sério entrave ao desenvolvimento da ovinocultura, por representarem
parcela consideravel nas perdas de animais e de seus produtos, com grande repercussdo na
economia. Considerando-se a importancia dessas doengas na cadeia produtiva e reprodutiva
da ovinocultura no estado da Bahia que é de extrema importancia, salientando-se a escassez
de dados epidemioldgicos sobre o C. pseudotuberculosis no estado e a preocupacdo dos
produtores com relagdo aos testes sorolégicos para brucelose, por se tratar de uma doenca
reprodutiva e ndo existir ainda uma exigéncia de teste negativo para animais que frequentam
feiras e exposicdes, este trabalho se deteve em estudar estas prevaléncias destas duas

enfermidades no rebanho ovino do municipio de Pintadas — Bahia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi realizar uma investigacdo soro-epidemioldgica da
Brucelose ovina e da Linfadenite caseosa em ovinos no municipio de Pintadas no estado da

Bahia e caracterizar o sistema de producéo da regiao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar sorologicamente a prevaléncia da Brucelose (B. ovis) e da Linfadenite
caseosa (C. pseudotuberculosis) em ovinos criados nas propriedades do municipio de
Pintadas do estado da Bahia;

e Caracterizar o sistema de producéo da regido a partir de questionario epidemioldgico;

e Implementar junto com 6rgdo de defesa medidas de educacdo sanitaria para prevencao

da Brucelose ovina e da Linfadenite caseosa.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Brucelose ovina

3.1.1 Histoérico

David Bruce, em Malta, no ano de 1886 isolou o agente da febre ondulante ou febre de
Malta, designado inicialmente como Micrococcus melitensis e mais tarde, em homenagem a
Bruce, foi classificado como Brucella mellitensis. Com o passar dos anos, com o isolamento
do bacilo em leite de cabra e em caso de abortamento de vacas, em 1920 foi agrupado num
género, Brucella e as espécies em mellitensis e abortus (CARVALHO et al., 1995). Buddle &
Boyes (1953) relataram o isolamento de um organismo semelhante a partir de epididimite em
carneiros na Australia sugerindo que o mesmo se tratasse de um mutante de Brucella

melitensis. Buddle (1956) denominou o organismo como Brucella ovis (LEON, 1994).

No Brasil ja existem relatos da presenca da brucelose em ovinos em varios estados
como: Distrito Federal, Maranh&o, Minas Gerais, Pernambuco, Santa Catarina, Sdo Paulo e
Rio Grande do Sul (CARVALHO JUNIOR et al., 2010). No Rio Grande do Sul foi relatado o
primeiro diagnostico por Ramos et al. (1966) e em 1996, Magalhdes Neto & Gil-Turnes,
determinaram uma prevaléncia de 13,43% através da Imunodifusdo em Gel de Agar. No
Nordeste a doenca tem sido observada em vérios estados. No Rio Grande do Norte a
enfermidade foi diagnosticada em 13 municipios dos 14 estudados, confirmando a infeccédo
por B. ovis na regido, afetando ovinos de ambos os sexos, adultos e jovens e de diferentes
racas. (SILVA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2004).

No estado da Bahia, utilizando o teste soroldgico de Imunodifusio em Gel de Agar
(IDGA), Silva et al. (2009), determinaram uma prevaléncia de 3,28% na regido do
Recbncavo. Souza et al. (2011), testando soros de ovinos na Microrregido de Juazeiro-Ba,
obtiveram uma prevaléncia de 0,72%. Aradjo et al. (2013), pesquisando B. ovis na
Microrregido de Feira de Santana-Ba, relataram uma prevaléncia de 6,94% atraves do IDGA.

Estes resultados demonstram inequivocamente a presenca da enfermidade neste estado.
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3.1.2 Etiologia

O género Brucella é composto por pequenas bactérias cocobacilares, medindo de 0.6 a
1um, sdo gram-negativas, Ziehl-Neelsen modificada (ZNM) positivas, ndo capsuladas, ndo
esporuladas, e imdveis. Sdo parasitas obrigatorios e necessitam de um hospedeiro para sua
manutencdo (MAFRA, 2003; WALKER, 2003).

As culturas sdo incubadas em um ambiente de 37°C e com aeracio de 10% de CO?, ndo
sendo possivel o crescimento com temperaturas abaixo de 26°C. Crescem entre 3 a 5 dias,
formando colbnias secas, de coloracdo amarelada, opacas, fridveis e exigem um meio
enriquecido com 5% de soro (ALTON et al.,1988; BURGESS, 1982).

Atualmente j& foram descritas sete tipos de espécies de Brucella: B. melitensis, B. suis,
B. abortus, B. ovis, B. neotomae, B. canis e B. maris. A morfologia da col6nia que diferencia
entre lisa ou rugosa do género Brucella spp. estd diretamente associada a composicdo
bioquimica do lipopolissacarideo da parede celular, e para algumas espécies tem relagdo com
a viruléncia. As B. abortus, B. melitensis e B. suis, apresentam uma morfologia de col6nia do
tipo lisa, e quando ocorre uma evolucdo para formas rugosas ou mucoides, deixam de ser

patogénicas, como € o caso da colbnia das B.ovis e B. canis (BRASIL, 2005).

A brucelose ovina é causada pela Brucella ovis, sendo uma doenca infectocontagiosa,
de caréater crénico. Esta bactéria tem predilecdo pelo sistema reticuloendotelial e pelo trato
genital, causando especificamente um quadro de epididimite e orquite nos machos e
abortamento nas fémeas, além de mortalidade perinatal de cordeiros, com reducdo da
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos e consequentemente, elevada perdas econémicas a
ovinocultura (MAGALHAES NETO E GIL-TURNES, 1996; EISTEN, 1999).

3.1.3 Epidemiologia

A brucelose ovina estd presente em todos 0s paises onde a ovinocultura é uma
atividade de importancia econdmica (ROBLES, 1998a), sendo que B. ovis foi referida na
Austrélia, América do Norte e do Sul, Nova Zelandia, Africa do Sul e em vérios paises da

Europa (OIE, 2012). A brucelose em pequenos ruminantes foi relatada em alguns paises,
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como Venezuela (ARIAS et al., 2007), Egito, india, Emirados Arabes Unidos, Suddo, Oma
(GUL; KHAN, 2007), Brasil (PEIXOTO et al., 2008) e México (TORRES et al., 1997).

No Brasil, trabalhos recentes demonstram a ocorréncia da doenca em varios estados,
ainda que em pequena intensidade (Tabela 1). Isto demonstra que a doenca esté difundida no
pais, no entanto, ndo ha relatos sobre a magnitude das perdas econémicas relativas a esta
doenga (MARQUES, 2006; CLEMENTINO et al., 2007; PINHEIRO JUNIOR et al., 2008;
LIRA & MEGID, 2009; RIZZO et al., 2009; SILVA et al., 2009; ALVES et al., 2010).

Tabela 1: Estudos realizados no Brasil sobre a frequéncia de Brucella ovis em rebanhos ovinos

Estado Animais soropositivos Método Autores
Alagoas 3,1% (18/579) IDGA Pinheiro Junior et al. (2009)
5,57% (28/498) IDGA e FC Clamentino et al. (2007)
Paraiba 7,5% (6/80) IDGA Alves et al. (2010)
Pernambuco 16,25% (26/160) IDGA Coleto et al. (2003)
3,28% (6/183) IDGA Silva et al. (2009)
0,72% (5/694) IDGA Souza et al. (2011)
Bahia 6,94% (55/793) IDGA Araujo et al. (2013)
Mato Grosso do Sul 12,7% (153/1.198) IDGA Juliano et al. (2011)
Minas Gerais 0% (0/334) FC Salaberry et al. (2011)
34% (103/290) IDGA Silva et al. (2003)
Rio Grande do Norte 11,3% (13/115) IDGA Azevedo et al. (2004)
13,43% (220/1.638) IDGA Magalhdes Neto & Gil-Tunes (1996)
Rio Grande do Sul 0% (0/33) IDGA Gomes et al. (2001)
0% (0/850) IDGA e FC Marinho & Mathias (1996)
12% (124/1.033) IDGA Nozaki et al. (2004)
1,96% (4/204) IDGA Rizzo et al. (2009)
Séo Paulo 1,7% (5/294) FC Rizzo et al. (2014)
Santa Catarina 0% (0/69) IDGA Schafer et al. (1997)

*IDGA = Imunodifusdo em Gel de Agar

*FC = Fixagdo de Complemento

A transmissdo ocorre de forma venérea entre machos previamente infectados com
fémeas sadias ou por atividade homossexual entre carneiros (sodomia) que cobrem outros
machos contaminando atraves da mucosa retal (contaminagéo direta), ou uma contaminagédo

indireta pela mucosa nasal, palpebral ou prepucial. Possui, entretanto, tropismo por tecidos
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reprodutivos, mas até agora o mecanismo de persisténcia bacteriana ndo é compreendido
(RAMOS et al., 1966; BURGESS, 1982; ANTUNES et al, 2013).

No entanto, outras fontes sdo descritas como pastos e fomites contaminados através de
placentas ou fetos, frutos de abortamentos de ovelhas contaminadas (BUDDLE & BOYES,
1953; BURGESS, 1982). Devido a baixa persisténcia do agente no aparelho reprodutivo, a
ovelha atua muitas vezes como vetor mecanico, portanto possui papel menos importante na
transmissibilidade comparada aos machos que podem difundir seu sémen infectado por
periodo de 2 a 4 anos (CFSPH, 2009). O agente uma vez presente poderd ser recuperado do
sémen, de placentas, secre¢cfes mamaérias e até mesmo de fetos abortados de animais
infectados, mesmo na auséncia de lesdes visiveis (BUDDLE, 1956; LIRA & MEGID, 2009).

Embora ndo seja considerada uma zoonose, a brucelose ovina provoca consequéncias
devastadoras na economia, com a substituicdo de animais com baixa fertilidade, perda de
animais com alto valor zootécnico, além de gastos com exames do rebanho para detectar e

eliminar a doenca na propriedade (GALL et al., 2003).

Contudo, um animal infectado na condicdo de reservatorio ou animal doente vai agir
como fonte de infeccdo, contaminando o pasto, dgua e alimentos através das secrecdes e
excrecOes corporais, como secrecdes do trato reprodutivo, anexos fetais, leite e urina,
constituindo vias de eliminacéo do agente (BRASIL, 2006; LIRA; MEGID, 2009).

3.1.4 Patogenia e Resposta Imune

A bactéria penetra nos animais suscetiveis através das mucosas intactactas, como
mucosa peniana, retal ou vaginal, podendo permanecer nelas por um més, devido a
propriedade de resistir a destruicdo intrafagocitaria, evitando ou suprimindo a resposta
bactericida, multiplicando-se lentamente no interior dos macréfagos e neutréfilos
(PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA., 2003; WALKER., 2003).

No decorrer da infeccdo com uma bacteremia intermitente, 0 agente provoca sua
disseminacdo e localizagcdo nos 6rgaos sexuais e através dos linfonodos, atinge o bago, rins e

figado, onde, devido & ineficiéncia dos fagdcitos em sua destrui¢do, produzem-se abscessos e
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reacOes inflamatdrias cronicas, caracterizadas por fibrose e calcificagdo (RADOSTITS et al.,
2002; QUINN et al., 2005).

Contudo, a predilecdo do microrganismo pelos 6rgaos reprodutivos tem relagdo com o
eritritol, um &lcool utilizado pelo agente como fonte de energia para seu crescimento,
existente em elevadas concentragdes em placenta, glandula mamaria e epididimo de bovinos,
ovinos, caprinos e suinos (GUL; KHAN, 2007). Os rebanhos se contaminam durante estacdes
de monta ou através de outros carneiros que convivem no mesmo ambiente, no ato de
cheirarem ou lamber-se. Apds esse contagio a bactéria tem localizagdo nos epididimos nos
machos e em placentas nas fémeas. Nos epididimos causa uma rea¢do imunoldgica na cauda
apos o extravasamento do esperma, resultando em espermatocele e consequente reducéo da
fertilidade. A eliminacdo do micro-organismo se da pelo ejaculado. Nas ovelhas em que a
infeccdo persiste, até o abortamento, 0 microorganismo esta presente na placenta, nos
corrimentos vaginais e no leite (BLASCO, 1990; PESSEGUEIRO; BARATA & CORREIA,
2003).

A bactéria se multiplica nos drgaos afetados, sendo eliminada a medida que as células
infectadas sdo destruidas, mediada pelo complemento com a presenca de IgM e baixa
concentracdo de IgG. Esta constante eliminacdo de bactérias estimula o sistema imune,
favorecendo elevados teores de anticorpos IgG, que parecem agir como anticorpos
bloqueadores capazes de promover a lise celular. Entretanto, a presenca da 1gG € de grande
importancia no diagndstico (WALKER., 2003).

Nos machos, a brucelose genital estd associada com a duradoura resposta
antiespermatica, com a presenca de anticorpos antiesperma e resposta imune celular contra
esperma e tecido testicular aut6logo, e essa exposi¢do dos antigenos espermaticos ao sistema
imunolégico através de um trauma ou infeccdo genital, resulta em elevados indices de
anticorpos que persistem por anos. Além disso, ocorre uma leucocitoespermia, onde 0s
leucdcitos iram produzir citocinas e radicais livres que iram diminuir a motilidade e o
potencial de fertilizagdo dos espermatozoides, alterando assim o volume seminal
(PAOLICCHI; CASARO & GIMENO, 2000).
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3.1.5 Achados Clinicos e Anatomopatolégicos

A Brucella ovis provoca uma enfermidade de carater cronico nos machos, provocando
um processo inflamatdério com formacgédo de granulomas espermaticos, podendo resultar em
subfertilidade ou infertilidade nos machos provocando assim, grandes perdas econdmicas
(ROBLES et al.,1998b; PAOLICCHI et al. 1999; SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2009).

Nos machos, a fase aguda da doenca se caracteriza por aumento testicular, presenca de
edema, exsudato fibrinoso na regido da tunica vaginal, hiperemia testicular e edema do
epididimo. Contudo, na fase cronica ha o surgimento de regides hipertrofiadas e endurecidas a
palpacdo testicular, deformacdes na cauda do epididimo, com abscessos de extensdo variavel
e a bolsa escrotal pode apresentar aderéncias fibrosas, obstruindo a cavidade que separa as
tinicas (ROBLES, 1998a). Entretanto, a atrofia testicular e consequentemente a ma qualidade
do sémen, estdo sempre relacionadas as lesdes no epididimo, todavia, a epididimite sempre
sera a causa primaria (CARVALHO JUNIOR, et al., 2010) (figura 1 — A e B).

Em contraste com os carneiros, as ovelhas sdo relativamente mais resistentes a
infeccdo, por isso, exercem importante funcdo na difuséo da doenca, pois muitas vezes séo
negligenciadas sob o ponto de vista de controle da doenca. Entretanto, sua principal
sintomatologia é a placentite, com abortamento ou morte neonatal de cordeiros (MARCO et
al., 1994).

No municipio de Serra Preta-Bahia, em um relato de caso, Madureira et al. (2013),
identificaram um ovino soropositivo atraveés do IDGA, apresentando as seguintes alteracdes
histoldgicas: aderéncia do epididimo ao testiculo, com intensa proliferacdo de tecido
conjuntivo fibroso ao redor dos ductos epididimarios, degeneracdo do epitélio dos ductos,
moderada infiltragdo linfohistiocitéaria intersticial difusa. No epididimo, testiculo e tecidos
adjacentes, verificou-se extensa proliferacdo de fibroblastos, multiplas lesdes granulomatosas,
caracterizadas por area central de mineralizacdo distrofica sobre area de necrose, envolta por
intenso infiltrado inflamatdrio composto por neutrofilos, macrofagos espumosos e linfécitos.
O testiculo apresentava evidente diminui¢do das células da linhagem espermatica (figura 1 —
C).
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Figura 1: Epididimite ovina por Brucella ovis. [A] Orquite e epididimite bilateral, aumento de volume da bolsa
testicular, com consisténcia firme e auséncia de mobilidade testicular. [B] Puncdo testicular com presenca de
exsudato serosanguinolento. [C] corte longitudinal — aderéncia do epididimo ao testiculo, com intensa fibrose do
escroto, testiculo e epididimo, espessamento da tlnica albuginea (seta 1); grande cavidade cistica, preenchida por
material sero-sanguinolento e com tecido necrdtico associado a um exsudato purulento (seta 2); abscessos e
focos de necrose na cauda do epididimo, parénquima testicular e tecidos adjacentes (seta 3).

Arquivo pessoal

3.1.6 Diagnostico

O diagnostico da Brucelose ovina se d& através do exame clinico, por exame
bacterioldgico, espermiograma ou através de metodos soroldgicos. No entanto, o exame
clinico ndo é suficiente para identificar a doenca, devido a existéncia de animais
assintomaticos e a presenca de outros agentes causadores de epididimite, sendo necessario o
isolamento do agente (FICAPAL et al., 1998; COLETO et al., 2003).

O diagndstico de maior confiabilidade € obtido por meio do isolamento e identificacdo
do microrganismo (diagndstico direto) quando ha um grande nimero de animais suspeitos, e
sdo pesquisados os materiais como: placenta, contetdo do estdmago do feto, bem como
pulmdes e figado e o corrimento vaginal em caso de abortamento, integrando-o0s com o0s de
ganglios linfaticos, Ubere, Utero, vesiculas seminais, glandulas acessorias, testiculo, epididimo
e outros 6rgdos que tenham lesbes macroscépicas. Contudo, possui sensibilidade limitada,
alto custo e execucdo demorada o que dificulta sua aplicagdo em um nimero grande de
amostras para campanhas de controle (PINHEIRO JUNIOR et al., 2008).

Alves et al. (2010) foram os pioneiros na extragdo do DNA de B. ovis pela técnica
de PCR em ovinos no estado da Paraiba. Utilizando fragmentos de testiculos, epipidimo e
utero, obtiveram resultado positivo para B. ovis em todas as amostras testadas. A PCR tem

demonstrado que esta técnica adaptada pode ser uma alternativa de diagndstico na
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confirmacéo de infec¢do, devido ao diagnostico rapido. O isolamento é muito demorado e ndo
¢ pratico para ser utilizado em testes de rotina de animais assintomaticos (NOZAKI et al.,
2011).

Entretanto, quando se refere a rebanho, existem técnicas soroldgicas (diagnostico
indireto) que s&o mais amplamente utilizados para detectar anticorpos anti-Brucella e que
auxiliam em um diagnostico mais preciso, como a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), a
Aglutinacdo Hemaglutinacdo indireta, a Fixacdo de Complemento (FC), o Ensaio
Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA) (MAGALHAES NETO & GIL-TURNES, 1996;
VIGLIOCCO et al, 1997; EISTEN, 1999; NOZAKI et al., 2004).

A técnica de IDGA foi descrita e utilizada pela primeira vez no Brasil por Ramos et
al., (1966) no qual 6,5% dos soros testados foram reagentes ao teste. A prevaléncia da
infeccdo por B. ovis € varidvel em diversas partes do mundo e depende, também, do método
e/ou da prova diagndstica utilizada, variando de 2,4% a 26% dos carneiros examinados nos
trabalhos realizados em outros paises (TAMAYO; VALENTIN & SCHUZBITZ, 1989;
TORRES et al., 1997).

No Nordeste a técnica de IDGA foi utilizada e relatada pela primeira vez no Rio
Grande do Norte por Silva et al., (2003) e Azevedo et al., (2004); Em Pernambuco por Coleto
et al., (2003); Seguindo por Clamentino et al., (2007) e Alves et al., (2010) na Paraiba; Em
Alagoas com estudos de Pinheiro Junior et al., (2009) e a Bahia com estudos de Silva et al.,
(2009), Souza et al., (2011) e Aratjo et al., (2013).

3.1.7 Diagnéstico Diferencial

As enfermidades mais importantes que levam a subfertilidade ou a infertilidade em
carneiros sdo causadas pelos agentes bacterianos como Brucella ovis, Histophilus somni e
Actinobacillus seminis, porém Salmonella enterica, Arcanobacterium pyogenes, Pasteurella
multocida e Corynebacterium pseudotuberculosis também podem estar associados a
epididimites em carneiros. Os agentes virais podem estar presentes no trato genital ovino,
como Maedi-visna, lingua azul e o Herpesvirus ovino tipo 2, embora ndo tenham sido

relatadas lesdes causadas por estes patdgenos, porém somente o virus da lingua azul
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apresentou capacidade de causar queda na fertilidade de machos acometidos. (PASTOR,;
BLASCO & BARBERAN, 2009; CARVALHO JUNIOR et al., 2010; BEZERRA et al.,
2012). Nas fémeas, os patogenos que podem provocar disturbios reprodutivos, sdo a Brucella
abortus, Campylobacter fetus, Clamydia psittaci e Listeria monocytogenes (RADOSTITS et
al., 2002).

Em trabalho realizado por Carvalho-Junior et al. (2010) nos rebanhos paulistas, onde
encontraram uma baixa ocorréncia de B. ovis, puderam concluir que outros agentes
etiologicos poderiam estar envolvidos nas alteragdes, uma vez que foram utilizados somente
animais sabidamente com distdrbios reprodutivos. Portanto neste estudo, fez-se necessério o
isolamento bacteriano para Actinobacillus seminis, Campylobacter spp., Histophilus somni,
Micoplasmas, além de sorologia para alguns virus, como o da Maedi-Visna, Lingua Azul e
Herpesvirus ovino tipo 2. Além dos protozoéarios, como T. gondii e N. caninum (R1ZZO et al.,
2014).

3.1.8 Tratamento, Controle e Profilaxia

A doenca em animais de producdo, ndo possui tratamento especifico, sendo o
diagnostico precoce, baseado nos testes soroldgicos, uma alternativa para reduzir ou até
mesmo erradicar a doenca entre os rebanhos. O exame clinico ndo € suficiente para considerar
o animal negativo, sendo importante para o diagndstico definitivo a utilizacdo de exames
soroldgicos. Os testes laboratoriais de maior valor sdo a fixacdo de complemento,
imunodifusdo em gel (IDGA) e ELISA (COLETO et al.,, 2003; NIELSEN et al.,2007;
GOUVEIA et al., 2010).

De forma geral, essa enfermidade provoca uma acentuada queda na producdo podendo
comprometer a rentabilidade da atividade na exploragédo destes animais. Medidas de controle
estdo sendo preconizadas pelo Plano Nacional de Vigilancia e Controle da Epididimite Ovina
(PNVCEO), com excecdo da vacinagdo, que ndo existe para ovinos no pais. Assim,
recomenda-se 0 diagnostico precoce utilizando teste bacterioldgico e/ou sorolégico e 0s
animais positivos devem ser destinados ao abate sanitario, seguido de visita e interdicdo do
estabelecimento onde ocorreu o caso. O transito e a participacdo de animais machos néo

castrados, acima de seis meses, em feiras e exposic¢oes, se faz mediante a apresentagéo da guia
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de trénsito animal (GTA) acompanhado de testes negativos, sendo o IDGA conclusivo para o
transito e valido durante o periodo do evento (ESTEIN, 1999; BRASIL, 2004).

O “Programa Nacional de Sanidade dos Caprinos ¢ Ovinos - PNSCO” através da
instrucdo Normativa n. 87 da Secretaria de Defesa Agropecuaria, de 10 de dezembro de 2004,
aprovou o Regulamento Técnico do PNSCO, com o controle e erradicacdo das doengas de
caprinos e ovinos, por meio de acles sanitarias e de vigilancia epidemioldgica executada
pelos servicos oficiais e médicos veterinarios cadastrados. Dentre as estratégias de atuacéo
estdo o cadastro de estabelecimentos, controle de transito de animais, certificacdo de
estabelecimentos, cadastramento de Médicos Veterinarios do setor privado e credenciamento
de laboratorios para realizacdo de exames diagnosticos das doencas de controle oficial, entre
elas B. ovis (BRASIL, 2009).

Contudo, diversos estudos apontam a necessidade de um rigoroso manejo higiénico-
sanitario nas instalacdes para evitar as falhas, pois sdo fatores de risco a introducdo e
manutencdo de focos de B. ovis nos rebanhos. Dentre eles pode-se destacar a remocao e
destinacdo de fezes, que contaminam bebedouros e comedouros, a introducdo de ovinos de
rebanhos ndo-livres de brucelose ou de estado sanitario desconhecido, a participacdo em feiras
e exposicdes agropecudrias e o contato entre diferentes rebanhos em pastagens comuns. Em
contrapartida, a desinfeccdo de instalagcbes mais de trés vezes ao ano com 0 uso de
desinfetantes, o fornecimento de agua encanada e a disponibilidade de servico veterinario na
propriedade diminuem o risco da infeccdo (REVIRIEGO et al., 2000; SANTOS et al., 2013).

3.2 Linfadenite caseosa (LC)

3.2.1 Etiologia

A linfadenite caseosa (LC) mais conhecida como mal do carogo ou pseudotuberculose
acomete populacdes de pequenos ruminantes em todo o mundo € uma doenca infecto-
contagiosa causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, caracterizada por
abscessos nos linfonodos superficiais e ou internos sendo 0s mais comumente acometidos os
linfonodos parotideo, retrofaringeo, mandibular, pré-femoral e popliteo (LOFSTED, 2002);
RADOSTITS et al.,, 2002; PUGH, 2005), podendo causar ainda lesdes em visceras
(CAMERON & MINNAR, 1969).
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Morfologicamente o microrganismo € classificado como um bacilo Gram positivo,
curto e irregular, medindo 0,5-0,6 pm por 1-3um que também pode apresentar-se em formato
cocoide ou bacilar filamentoso, anaerdébio facultativo, ndo esporulado, imdvel e parasita
intracelular facultativo, cujo principal fator de viruléncia € uma exotoxina, que é uma
Fosfolipase D. No solo infectado com pus pode sobreviver por até 8 meses, em instalacfes e
equipamentos de uso coletivo infectados, vive aproximadamente 4 meses e em palha, feno e
outros fomités por até 2 meses, podendo resistir mais tempo caso encontre meios adequados,
como temperaturas baixas e condi¢des umidas (WALKER, 2003; ALVES; SANTIAGO &
PINHEIRO, 2007; SOUZA et al., 2011) (Figura 1).

C. pseudotuberculosis trata-se de uma bactéria exigente que requer para seu bom
crescimento meios suplementados com soro animal ou proteinas vegetais, como o agar-
sangue e o agar ou caldo BHI (“Brain Heart Infusion”), apresentando rendimento aumentado
guando, a este Ultimo, acrescenta-se extrato de levedura, triptona ou lactoalbumina. No agar
sangue, formam-se colbnias pequenas de coloracdo branco-acinzentada, opacas e fridveis,
apos um periodo de 24 a 48 horas. Apos alguns dias de incubacao, as colénias podem tornar-
se amarelo-esbranquicadas (CAMERON & SWART 1965; QUINN et al.,2005; MOURA-
COSTA, 2002).

Figura 2: Microscopia de Corynecterium pseudotuberculosis em lamina apés coloragdo de Gram.

Fonte: BacMap — Genome Atlas



32

3.2.2 Epidemiologia

A enfermidade é de consideravel importancia na economia da ovinocaprinocultura.
Nos ovinos, a infeccdo causa uma reducéo de 6,6% de peso da |& limpa e diminuicdo da taxa
de crescimento. Em relagdo as carcacas, ha uma condenacdo de 3 a 5% para carneiros adultos
e de 0,02 a 0,03% para cordeiros, sendo assim, torna-se uma das enfermidades com maior

indice de condenacéo de carcacas para o consumo humano (RADOSTITS, 2002).

No Nordeste brasileiro, onde a venda da pele é um elemento de renda importante para o
pequeno produtor local, estimou-se que a presenca de defeitos superficiais reduziria o valor
mercadologico das peles em até 40% (FIGUEIREDO et al., 1982). O efeito da infec¢édo por C.
pseudotuberculosis na producdo e qualidade da 1a de ovelha foi examinado na Austrélia,
demonstrando uma perda brutal na producdo de I& limpa que saltou de 4,1 para 6,6%,
causando uma perda de US$ 17 milhdes para as inddstrias de 1a australianas (PATON et al.,
1994).

A linfadenite caseosa € importante economicamente em varios paises, particularmente
nos paises em que a caprino e ovinocultura sdo importantes como fontes de subsisténcia e
renda para pecuaristas. Ocorre no Brasil elevada incidéncia de linfadenite caseosa nos
rebanhos, onde os prejuizos sdo elevados. Animais com suspeita de abscessos ndo devem ser
adquiridos, e a realizacdo da necropsia devera ser efetuada por médico veterinario por se tratar
de material altamente infectante (LUCAS et al., 2009).

Os estados do nordeste do Brasil, principalmente a Bahia, sdo 0s que apresentam
relatos de maior frequéncia de Linfadenite Caseosa em decorréncia da grande concentracao
desses animais, 93% da populacdo de caprinos e 59% da populacdo ovinos, do tipo de
vegetacdo que contém espinhos e do baixo grau de instrucdo dos criadores, entretanto a
quantificacdo das perdas econémicas € dificil de ser verificada (EBDA, 2000; MOURA-
COSTA, 2002; IBGE, 2010). Entretanto, Araujo et al. (2013), Lima et al. (2013) e Pinheiro
(2015) analisando os questionarios realizados em seus trabalhos com os criadores de ovinos e
caprinos, relataram a ocorréncia desta enfermidade em 63,26%, 95,65% e 77,55%

respectivamente das propriedades visitadas.

De acordo com pesquisa realizada em abate de ovinos em frigorifico na Paraiba por
Souza et al. (2011), a prevaléncia € mais observada em fémeas (17,9%) do que em machos
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(13,8%), devido provavelmente, ao tempo que as fémeas permanecem na propriedade antes

do abate, necessariamente, maior do que 0s machos.

Um dos fatores importantes que classifica a regido nordeste com maior indice de
prevaléncia da doenga, seria 0 predominio de plantas cactaceas nas pastagens, que provocam
ferimentos na pele dos animais, favorecendo a contaminacdo e a disseminacdo do
microrganismo. Acredita-se que animais criados extensivamente sd0 menos expostos ao
patdgeno do que aqueles criados soltos durante o dia e confinados a noite ou totalmente
confinados, predispondo assim o contdgio entre os animais sadios (PINHEIRO et al., 2000;
RIET-CORREA at al., 2003).

A transmissdo da doenca geralmente acontece principalmente do contato de animais
sadios com outros animais de regides onde ha a doenca. O agente é eliminado por descargas
oronasais, secrecdo purulenta de linfonodos abscedados e ocasionalmente, pelo leite. O
abcesso quando rompido ocorre a subsequente contaminacdo da pele do animal e do ambiente
através do conteudo, podendo, entdo, ocorrer a transmissdao pelo contato direto dos animais
sadios com o animal infectado ou, indiretamente, via fomites ou aerossois contaminados
(COLLETT; BATH & CAMERON, 1994; MEYER et al, 2005; PUGH 2005; DORELLA et
al., 2006).

A capacidade do microrganismo em sobreviver no solo e no ambiente, contribui para a
disseminacdo da doenca, dificultando, consequentemente, a sua erradicagdo. Portanto,
procedimentos de manejo que podem acarretar em lesGes na pele, como em casos de tosa,
marcacdes, corte de caudas e umbigo e castracGes, ou utensilios de uso coletivo, como
comedouros e bebedouros, podem contribuir para a disseminacdo em um rebanho
(AUGUSTINE & RENSHAW, 1986; WINDSOR, 2011).

3.2.3 Patogenia e resposta imune

Ap0s exposicdo, 0 microrganismo penetra em superficies mucosas ou pele lesionada do
hospedeiro e migra através da circulagdo linfatica para os linfonodos, onde ira provocar a
lesdo. Com uma infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares, principalmente neutréfilos neste
local, ocorre a formagdo de granulomas no linfonodo acometido (ESTEIN, 1999; QUINN et
al., 2005).
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Esta doenca tem um curso crénico e é responsavel pela formagdo de granulomas nos
linfonodos e drgdos internos, o qual é formado por tecido necrotico contendo pus de cor verde
claro a amarelo, cercado por células do sistema imune (macrofagos, e principalmente,
linfocitos) (PEPIN et al.1994; RADOSTITS et al., 2002).

A patogenicidade do C. pseudotuberculosis envolve a exotoxina de fosfolipase D
(PLD) e um lipidio de superficie acido micdlico. A PLD provoca uma inflamacdo com
necrose tecidual e aumento da permeabilidade vascular, promovendo a capacidade de invaséo
do organismo e o transporte para linfonodos regionais através de fagocitos. A superficie
lipidica pode fornecer ao organismo uma resisténcia a atividade antibacteriana dos fagdcitos
(WINDSOR, 2011).

A imunidade contra C. pseudotuberculosis envolve os dois mecanismos do sistema
imune, o mediado por células e humoral. Entretanto, por ser uma bactéria intracelular
facultativa, a resposta mediada por células se constitui na principal arma do hospedeiro para
combater a infeccdo atraves da fagocitose. As células Thl sdo as responsaveis pela indugédo da
producdo de citocinas, essenciais para o controle da doencga, atuando na defesa contra patdgenos
intracelulares facultativos, inclusive C. pseudotuberculosis (LAN et al., 1999; ELLIS et al., 1991;
MEYER et al, 2005).

De maneira similar ao que ocorre no diagnostico de outras doencas envolvendo
parasitas intracelulares facultativos, a resposta imune adquirida é iniciada quando a infec¢do
supera 0os mecanismos de defesa inata. Esta resposta se torna efetiva somente apos varios dias
do inicio da infeccdo e envolve mecanismos humorais e celulares de protecdo. Entretanto, este
tipo de agente possui um mecanismo de escape com resisténcia a fagocitose e a digestdo
lisossomal, que podem levar a formacdo de lesbes crbnicas ou recidivantes. Estes patdgenos
possuem estratégias contra a imunidade humoral, sobrevivendo ao mecanismo de destruicao,
proliferando dentro dos fagdcitos e de outras células do hospedeiro, 0 que 0s tornam
inacessiveis aos anticorpos circulantes. Portanto, a defesa contra essas infecgdes fica a cargo
da imunidade celular, que funciona promovendo destruicdo dos microrganismos que residem
nos fagocitos ou lisando as células infectada (RUSSELL et al., 1994; MEYER et al., 2005;
ABBAS et al., 2008).
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3.2.4 Sinais Clinicos e Anatomopatoldgicos

A doenca se caracteriza clinicamente por processos piogranulomatosos cronicos em
varias espécies de animais de producdo. Nos pequenos ruminantes, atinge principalmente
linfonodos submandibulares, pré-escapulares, pre-femorais, supramamarios e popliteos. Em
outras espécies, 0 microrganismo ndo fica restrito aos linfonodos superficiais e se dissemina
pela via linfatica para diversos 6rgdos, tendendo a desenvolver a forma cronica da doenca,
caracterizada por emagrecimento, dispneia, taquipneia e tosse cronica, também denominada
“forma visceral” ou “sindrome da ovelha magra” ou “caprino definhado”, as quais
caracterizam-se pela perda cronica de peso, subfertilidade, queda na producgédo de leite e
reducdo no numero de nascimentos de cordeiros (RIET-CORREA et al. 2004, PUGH 2005,
RADOSTITS et al. 2002; BELKNAP, 2004; MOTTA, CREMASCO & RIBEIRO, 2010).

Paton (1997) afirmou que nos ovinos, as lesbes sdo mais raras na regido da cabeca e
do pescoco, sendo mais susceptivel a forma visceral. Em ovelhas, é comum a disseminacdo da
infeccdo do linfonodo supramamario para o tecido mamario, acarretando uma reducdo na
producdo de leite (RADOSTITS et al., 2002). Em carneiros podem ocorrer a formagdo de
abscessos em linfonodos inguinais e escrotal, mas, no entanto ndo haver4 comunicagdo com
os testiculos e epididimo, ndo afetando assim a qualidade do sémen, nem disseminacdo do
microrganismo através do coito (WINDSON, 2011). No entanto, as infec¢Ges também podem
ser assintomaticas, o que dificulta as analises epidemioldgicas sobre a prevaléncia da doenca
(ARSENAULT et al., 2003; PATON et al.,1994).

Na histologia as lesdes da linfadenite caseosa sdo caracterizadas por areas de necrose
central, formada por lamelas concéntricas, com presenca de grandes coldnias bacterianas e
focos de mineralizacdo, rodeada por uma faixa de infiltrado inflamatério com macréfagos
epitelidides e poucos neutrofilos. Na camada adjacente observaram-se linfocitos e
plasmécitos e toda a lesdo delimitada por tecido conjuntivo fibroso. No entanto, as lesdes
histoldgicas causadas por C. pseudotuberculosis sdo caracteristicas, mas ndo patognomonicas,
pois podem ser confundidas com lesdes causadas por outros organismos pidégenos e com
tuberculose. Portanto o isolamento bacteriologico € imprescindivel para o diagnostico
definitivo da linfadenite caseosa (SOUZA et al., 2011).
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3.2.5 Diagnostico

No diagndstico da linfadenite caseosa em pequenos ruminantes estdo sendo realizados
diversos métodos, como os testes soroldgicos (soroneutralizacdo, IDGA, hemaglutinacao
indireta, FC e ELISA) e técnicas de biologia molecular, como o PCR. No entanto, as técnicas
soroldgicas possuem desvantagens em relacdo as reagdes inespecificas e os resultados
individuais que dificultam o trabalho com um numero maior de animais (MOURA-COSTA,
2002; MOTTA, CREMASCO & RIBEIRO, 2010).

Tecnicas moleculares como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), tem sido usadas
para identificar C. pseudotuberculosis, e sdo uma alternativa aos métodos convencionais de
diagnostico, com a vantagem de serem mais rapidos e mais especificos (CETINKAYA et al.
2002). Kumar et al. (2013), demosntraram que pode ser aplicado para o diagnéstico e controle
da LC. Além disso, 0 ensaio também pode ser aplicado para detectar C. pseudotuberculosis
em diferentes amostras clinicas. Pacheco et al. (2007), ao testar a eficacia do PCR e
identificando positividade nas 40 amostras analisadas, afirmaram que se trata de uma técnica
que pode substituir facilmente a cultura bacteriana para o diagnostico microbiolégico e

epidemioldgica da LC.

Ribeiro et al. (2001), sugeriram pela primeira vez no pais, a utilizacdo de uma técnica
no diagnostico citologico associado ao isolamento do C. pseudotuberculosis do material
aspirado. A CAAF (puncéo aspirativa com agulha fina) é um método de triagem alternativo
no diagndstico da linfadenite caseosa, considerada de grande impacto, decorrente dos
prejuizos provocados na producdo de carne, leite e na comercializacdo da pele, bem como sua
importancia em salde publica, pelo potencial zoon6tico do agente (RIBEIRO et al. 2001;
DORELLA et al. 2006).

Entretanto, a pratica de isolamento microbiano de C. pseudotuberculosis a partir do
material purulento de linfonodos, abscessos e/ou 6rgdos € passivel de ser obtida através de
suas caracteristicas morfotintoriais e de crescimento em determinados meios de cultura,
permanecendo como o procedimento mais fidedigno na rotina de diagndstico “in vivo”,
associando as provas bioguimicas e ao padrdo de hemolise no agar sangue (RIBEIRO et al.
2001; MOURA-COSTA, 2002).
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Na regido Nordeste, onde a incidéncia é alta, Pinheiro et al. (2000), analisaram 127
propriedades no estado do Ceara, verificando que a ocorréncia de LC é de 66,9%. Na Bahia,
pesquisas realizadas por Moura-Costa et al. (2008) e Reboucas et al.(2013), analizando
resposta humoral e amostras de animais contaminados, demosntraram a confiabilidade e a
viabilidade da tecnica do ELISA indireto como uma ferramenta para identificar ovinos
infectados por Corynebacterium pseudotuberculosis. Este ensaio de imunodiagnéstico pode
ser empregado no programa de controle e erradicacdo da Linfadenite caseosa, com a possivel
deteccdo eficiente de animais infectados e com a probabilidade de reduzir e eliminar os falso-
positivos.

3.2.6 Tratamento, Controle e Profilaxia

A vacinacdo adequada é a forma mais eficaz para controlar a disseminacdo da doenca
em rebanhos ovinos. Paton et al. (2003) afirmaram que se houvesse um programa de
vacinacdo eficaz contra a LC, haveria uma significativa reducdo da prevaléncia da doenca,
alcancando cerca de 70% de protecdo, aliado a medidas educativas para os produtores com o

intuito de difundir a importancia da vacinacao.

Windsor (2011) descreve meios para reduzir esta carga de patdgenos, embora possa
ndo ser pratica para pequenos produtores onde ndo possuem instalagdes de manejo adequadas.
Ovinos com abscessos podem ser identificados na rotina através da palpacdo dos linfonodos
superficiais e em seguida, colocados em quarentena, para proceder o rompimento e limpeza
desses abscessos com uma solucéo aquosa de iodo a 10% ou clorexidina. Estas instalacBes de

quarentena nao devem ser utilizadas com outros animais.

Apesar de existir tratamentos descritos na literatura baseado na terapia com
antimicrobianos, no corte e abertura de abscessos, com limpeza e isolamento de animais
acometidos com LC e posterior reintroducdo no rebanho ap6s cicatrizacao das lesGes, sabe-se,
no entanto, que a doenca uma vez estabelecida, fica dificil erradicar porque a terapia por
drogas néo ¢é eficaz e porque a deteccgdo clinica dos animais infectados é de eficacia limitada
(DORELLA et al., 2006). Portanto, o melhor procedimento para evitar a propagacdo da
doenca é a eliminagéo de animais infectados (RIBEIRO et al., 2013).
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi verificar a frequéncia de ovinos soropositivos para a brucelose
ovina, caracterizando o sistema de producdo adotado no municipio de Pintadas no estado da
Bahia. O teste de imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) foi utilizado para examinar 501
amostras de soro de 44 rebanhos. Foram aplicados questionarios epidemioldgicos para
pesquisar algumas caracteristicas de manejo. Anticorpos para B. ovis foram detectados em
trés (0,59%) dos animais investigados, ndo havendo, contudo, diferenca estatistica
significativa para a idade e sexo dos animais com a propor¢do soro-reagentes. Trés
propriedades (6,8%) apresentaram animais soro-reagentes. Através da analise dos
questionarios, foram identificadas 20 propriedades (45,4%) com problemas de abortos.
Acredita-se que o baixo numero de animais positivos observado neste estudo tenha relagédo
com o baixo nivel de tecnificagdo na regido estudada. O municipio de Pintadas é caracterizada
pelo clima semiarido e pela predominancia da criagdo do tipo extensiva, com baixa

produtividade e muitas vezes utilizada para alto subsisténcia.
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Palavras chave: Brucelose ovina, IDGA, Sistema de producéo.

SUMMARY

The objective of this research was to determine the frequency of seropositive sheep for ovine
brucellosis, featuring the production system adopted in Painted municipality in the state of
Bahia. The immunodiffusion test in agar gel (AGID) was used to examine 501 serum samples
from 44 herds. Being applied epidemiological questionnaires to find some management
features. Antibodies to B. ovis were found in three (0,59%) of the animals investigated, and
there is, however, a statistically significant difference for age and sex of animals with the
proportion of reactive. Three properties (6,8%) had positive animals. Through the analysis of
questionnaires, were identified 20 properties (45,4%) with abortion issues. It is believed that
the low number of positive animals observed in this study is related to the low level of
technology in the region studied. The municipality of Painted is characterized by semi-arid
climate and by the predominance of the creation of extensive type, with low productivity and
often used to high living.

Keywords: ovine brucellosis, AGID, production system.

INTRODUCAO

A infeccéo por Brucella ovis, conhecida como epididimite dos carneiros, é uma enfermidade
infecciosa cronica de carater contagioso que acomete naturalmente de forma exclusiva a
especie ovina, provocando diminuicdo da fertilidade dos carneiros, ocasionalmente
abortamento nas fémeas e aumento da mortalidade perinatal. Desta forma compromete a

saude reprodutiva que € de vital importancia para a producdo e a produtividade dos rebanhos
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(COLETO et al., 2003, SILVA et al., 2009, CARVALHO JUNIOR et al., 2010; SOUZA et
al., 2012).

No Brasil, trabalhos recentes demonstram a ocorréncia da doenca em varios estados como:
Distrito Federal, Maranhdo, Minas Gerais, Pernambuco, Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul (CARVALHO JUNIOR et al., 2010). No Rio Grande do Sul foi relatado o
primeiro diagnostico por Ramos et al. (1966) e em 1996, Magalhdes Neto & Gil-Turnes,
determinaram uma prevaléncia de 13,43% através da Imunodifusdo em Gel de Agar.

No Nordeste a doenca tem sido observada em varios estados. No Rio Grande do Norte a
enfermidade foi diagnosticada em 13 municipios dos 14 estudados, confirmando a infeccdo
por B. ovis na regido, afetando ovinos de ambos os sexos, adultos e jovens e de diferentes
racas. (SILVA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2004). Na Bahia, utilizando o teste soroldgico
de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), Silva et al. (2009), determinaram uma prevaléncia
de 3,28% na regido do Recbdncavo. Souza et al. (2012), testando soros de ovinos na
Microrregido de Juazeiro-Ba, obtiveram uma prevaléncia de 0,72% e Araujo et al. (2013), na
Microrregido de Feira de Santana-Ba, relataram uma prevaléncia de 6,94% através do IDGA.
A Brucella ovis provoca nos machos um processo inflamatério com formacéo de granulomas
espermaticos e consequentemente uma reducdo na fertilidade (ROBLES et al.,1998b;
PAOLICCHI; CASARO & GIMENO, 2000; SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2009).
Embora ndo seja considerada uma zoonose, a brucelose ovina provoca consequéncias
devastadoras na economia, com a substituicdo de animais com baixa fertilidade, perda de
animais com alto valor genético, além de gastos com exames do rebanho para detectar e
eliminar a doenca na propriedade (GALL et al., 2003).

Para o diagnostico da brucelose ovina, a técnica de IDGA foi descrita e utilizada pela primeira
vez no Brasil por Ramos et al., (1966) no qual 6,5% dos soros testados foram reagentes ao

teste. A prevaléncia da infeccdo por B. ovis é variavel em diversas partes do mundo e
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depende, também, do método e/ou da prova diagndstica utilizada, variando de 2,4% a 26%
dos carneiros examinados nos trabalhos realizados em outros paises (TAMAYO;

VALENTIN; SCHUZBITZ, 1989; TORRES et al., 1997).

MATERIAL E METODOS

Este levantamento foi realizado no municipio de Pintadas — Bahia, pertencente a Mesorregido
Centro - Norte Baiano, que possui uma area total de 546 Km?2 (IBGE, 2011). Para o presente
trabalho, foram escolhidas aleatoriamente 44 propriedades das 472 existentes, totalizando 501

animais coletados em um rebanho de 12.500 cabecas (BAHIA, 2012).

Figura 3: Mapa demonstrativo da Regido Metropolitana de Feira de Santana-Ba, com destaque o municipio de

Pintadas, visitado nesse estudo.

r

Pintadas/Ba

""‘:;; /

Fonte: Bahia, 2012

O ndmero minimo de amostras foi calculado segundo Thrusfield (2004), com nivel de
confianca de 95% e precisdo absoluta desejada de 5%. Com a utiliza¢do do programa EPIlInfo
3.5.4 foi possivel determinar o N amostral, calculado baseando-se na prevaléncia de 18,57%

(ARAUJO et al., 2013), resultando em 250 amostras minimas. Entretanto foram coletadas
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amostras a mais de animais, em cada propriedade visitada, como prevencdo de perdas. As

coletas foram realizadas no periodo de abril de 2013 a abril de 2014, totalizando 501

amostras, sorteadas de forma aleatéria, nas 44 propriedades selecionadas.

O numero de amostras coletadas em cada propriedade foi calculado de maneira proporcional

pelo numero total de animais (Tabela 2).

Tabela 2: Nimero de amostras minimas a serem testadas para Brucella ovis por propriedade no municipio de

Pintadas - Bahia

N° de amostras

Percentual de

Propriedade N° de animais colhidas participacao (%)

I 18 8 44,44444444
I 18 12 66,66666667
" 20 10 50

v 19 7 36,84210526
\Y 25 10 40

VI 9 3 33,33333333
VII 25 13 52

VI 14 11 78,57142857
IX 30 6 20

X 22 10 45,45454545
Xl 20 10 50

XII 100 16 16

X1l 147 17 11,56462585
X1V 41 12 29,26829268
XV 15 7 46,66666667
XVI 64 12 18,75
XVII 29 12 41,37931034
XVII 50 13 26

XIX 28 13 46,42857143
XX 29 13 44,82758621
XXI 45 13 28,88888889
XXII 13 6 46,15384615
XXI1I 96 13 13,54166667
XXIV 28 13 46,42857143
XXV 12 8 66,66666667
XXVI 25 10 40
XXVII 20 12 60
XXVIII 20 13 65
XXIX 50 13 26
XXX 73 13 17,80821918
XXXI 94 13 13,82978723
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XXXII 141 13 9,219858156
XXX 19 12 63,15789474
XXXV 43 13 30,23255814
XXXV 28 13 46,42857143
XXXVI 38 13 34,21052632
XXXVII 12 8 66,66666667
XXXVIII 17 10 58,82352941
XXXIX 47 13 27,65957447
XL 66 13 19,6969697
XLI 20 13 65

XLII 19 13 68,42105263
XLII 350 13 3,714285714
XLIV 39 12 30,76923077
TOTAL 24,58292444

A cada propriedade visitada, foi aplicado um questionario abordando dados do criador, da
fazenda e aspectos gerais do rebanho (sistemas de criacdo, tipo de exploracéo,
acompanhamento técnico, espécies animais, presenca de aprisco, participacdo em exposicdes,
origem do rebanho), além disso, informacdes acerca do manejo nutricional, reprodutivo
(origem dos reprodutores, realizacdo de exame androldgico, tipo de reproducdo e uso de
rufido) e sanitario (realizacdo de quarentena, vacinagdo, vermifugacao, cura de umbigo, banco
de colostro e piquete maternidade), além das principais enfermidades e alteracfes clinicas
mais frequentes no rebanho, objetivando-se correlacionar diferentes varidveis acerca do nivel
tecnoldgico, sanidade, nutricdo, reproducdo e aspectos zootécnicos com a soropositividade
observada (anexo 1).

Foi realizado nos animais o exame clinico adequado, que consistiu de exame fisico geral e
especifico do aparelho genital de acordo com critérios recomendados por Rosenberger et al.
(1989) e Belknap et al. (2004), com atencdo especial para o escroto e os testiculos a fim de
investigar possiveis deformidades. Foram avaliados animais selecionados aleatoriamente
através de exame clinico buscando-se sinais caracteristicos da brucelose ovina. Dessa forma,

foram colhidas amostras de sangue para exames laboratoriais, de machos e fémeas sem
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distingdo de raca com idade minima de um ano, selecionados de acordo com a primeira muda
da arcada dentaria (BELKNAP et al. 2004)

Apds anamnese e exame fisico completo dos animais, realizadou-se anti-sepsia adequada e foi
coletado cinco mililitros de sangue mediante puncao da veia jugular para obtencéo de soro.
Foram utilizados tubos a vacuo, sem o anticoagulante, sendo transportados ao laboratério em
caixas térmicas resfriadas. O processamento total do sangue foi realizado em um periodo
inferior a 12 horas; isto €, no mesmo dia ap6s a coleta. Os tubos foram mantidos em
temperatura ambiente por uma hora para retracdo do coagulo e depois centrifugados a 1.5009
por dez minutos para obtencdo do soro que eram acondicionados em tubos tipo eppendorf,
devidamente identificados com a numeracdo do animal e mantidos a temperatura de "20°C até
a realizacéo dos testes de diagnostico.

Os testes soroldgicos foram realizados no Laboratério de Doencas Infecciosas — NEDI/LDI da
UFRB. A analise soroldgica utilizada neste trabalho, para deteccdo de anticorpos anti-B. ovis
foi 0 método de imunodifusdo em gel de agar (IDGA), através do Kit produzido pelo Instituto
de Tecnologia do Parana (TECPAR), utilizando-se gel de Agarose, com metodologia
conduzida segundo as recomendacbes do fabricante (LGC Biotecnologia). O antigeno
consiste de proteinas e lipopolissacarideos soluveis, extraidos da bactéria B. ovis, amostra Reo
198. O gel de agarose foi preparado em tampdo borato e distribuido em placas de petri
90x15mm (13mL por placa). Apos a solidificacdo do gel em temperatura ambiente, as placas
foram acondicionadas em refrigerador por um periodo de 12 horas. Posteriormente, o gel foi
perfurado com roseta metalica em formato hexagonal de sete po¢os, sendo um central para ser
preenchido com o antigeno (25uL) e seis periféricos, para alocacdo dos soros controle
positivo e soros teste (25ul). Apos este procedimento, as placas foram acondicionadas em
camaras umidas a temperatura de 25°C. A leitura foi realizada apds 48 horas, utilizando como

auxilio o contador de col6nias com fundo escuro e luz direta.
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O teste foi interpretado baseando-se na observacao da formacéo de uma linha de precipitacéo
nitida entre o soro teste e 0 antigeno, classificando as amostras em positivas ou negativas. O
soro reagente apresentou linha de precipitacdo revelando continuidade com a linha formada
pelo soro padrdo (linha de identidade), j& o soro negativo ou ndo reagente, ndo apresentou a

linha de precipitacdo entre o soro teste e o0 antigeno (Figura 4).

Figura 4: Linha de precipitagdo sinalizando que o soro testado no poco foi reagente.

Fonte: Araujo, 2012

Para a avaliacdo da caracterizacdo do sistema de producdo da brucelose ovina por B. ovis, foi
realizada uma analise estatistica univariada e multivariada dos dados. Os célculos foram feitos

com o programa BioEstat 5.0 no Excel (THRUSFIELD, 2004).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Através da técnica de IDGA na pesquisa de anticorpos contra B. ovis, foi possivel detectar 3
animais reagentes o que representa 0,59% (3/501). Das 44 propriedades visitadas, no

municipio trabalhado, houve trés (6,8%) (03/44) com amostras positivas (Tabela 3).

Tabela 3: Soro prevaléncia de ovinos testados por imunodifusdo em gel de agar para Brucella ovis no
municipio de Pintadas — Bahia

0,59 03 6,8

Positivos 03
Negativos 498 99,4 41 93,2
Total 501 100 44 100

Ao comparar estudos realizados anteriormente na Bahia por Souza et al., (2011) e Araljo et
al., (2013), aos resultados obtidos neste trabalho, verifica-se que a infec¢do por Brucella ovis
ainda esta presente no rebanho ovino do estado, sendo necessaria a adocdo de medidas
sanitarias rigorosas para evitar a propagacao da doenga nos rebanhos.

Trabalhos semelhantes como o de Marinho e Mathias (1996) em Sdo Paulo, Schéfer et al.
(1997) em Santa Catarina e Salaberry et al., (2011) em Uberlandia-MG né&o detectaram ovinos
reagentes ao teste de IDGA. Rizzo et al. (2014) no estado de S&o Paulo utilizando uma
técnica com maior especificidade, a fixacdo de complemento, obtiveram uma prevaléncia de
1,7%.

No entanto, resultados diferentes aos observados neste inquérito, foram determinados 30
animais positivos (7,81%) em um total de 384 amostras em 32 propriedades no estado do
Piaui (BATISTA et al. 2011). Coleto et al., 2003, determinaram uma soropositividade em 26
(16,25%) dos 160 animais analisados em Pernambuco.
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Na avaliacdo geral dos questionarios aplicados, foi verificado que 100% (44/44) dos
proprietarios, residiam no local da criagdo. E um nimero também bastante elevado quando se
referia em divisdo de pastagem, suplementacdo, mineralizacdo, existéncia de aprisco ou curral
e acompanhamento técnico onde os valores estdo representados na tabela 4. Ja em relacdo as
espeécies de criacdo, apenas 15,9% das propriedades possuiam criagdo unicamente de ovinos,
onde 84% (37/44) criavam outras espécies em consorcio com a ovinocultura, como bovinos,

caprinos, equinos e/ou aves.

Tabela 4: Caracteristicas gerais das propriedades visitadas no municipio de Pintadas - Bahia

CARACTERISTICA PROPRIEDADES

N % IC* (%)
Mora na propriedade Sim 44 100
Né&o 0 0
Diviséo de pastagem Sim 38 86,363636 76.2-96.5
Né&o 6 13,636364 3.5-23.8
Suplementagéo Sim 36 81,818182 70.4-93.2
Né&o 8 18,181818 6.8-29.6
Mineralizacéo Sim 38 86,363636 76.2-96.5
Né&o 6 13,636364 3.5-23.8
Aprisco Sim 0 0
Né&o 44 100
Acompanhamento técnico Sim 29 65,909091 51.9-79.9
Né&o 15 34,090909 20.1-48.1
Apenas
Animais criados ovinos 7 15,909091 5.1-26.7
Outras
espécies 37 84,090909 73.3-98.3

*IC= Intervalo com 95% de confianga para a proporgéo

Foi observado que, dos 501 ovinos testados pela prova de IDGA para pesquisa de anticorpos
anti-Brucella ovis, todos os animais positivos eram fémeas e nenhum macho foi detectado
(Tabela 5). Analisando-se uma possivel associagdo entre a frequéncia de animais soro-
reagentes para B. ovis e 0 sexo, ndo houve significancia estatistica. No entanto, Tamayo,

Valentin & Schoebitz, 1989), afirmaram que os machos sdo mais susceptiveis que as fémeas.
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Entretanto, trabalhos realizados por Rizzo et al. (2009), Souza (2011) e Araujo (2012),
demostraram resultados semelhantes aos nossos, quando observou-se que a prevaléncia maior
entre as fémeas, com resultados de 4, 4 e 7 ovelhas positivas respectivamente, pela prova de

IDGA para pesquisa de anticorpos anti- Brucella ovis.

Tabela 5: Frequéncia de ovinos soro reagentes no IDGA a Brucella ovis, segundo o sexo, no Municipio de
Pintadas — Bahia

SEXO IDGA!
ANIMAIS REAGENTES (%) TOTAL (%)
MACHO 0(0) 61 (12,2)
FEMEA 3(0,7) 440 (87,8)
TOTAL 3(0,6) 501 (100)
! Imunodifusdo em gel de agar
P>0,05

Neste estudo, observou-se que 88,63 % (39/44) das propriedades visitadas adotaram o sistema
de criacdo semi-extensivo; 11,36% (5/44) o sistema extensivo e ndo foram observadas
propriedades utilizando o sistema intensivo e que a populacédo de ovinos vem decaindo desde
0 Ultimo estudo realizado na regido por Aradjo e colaboradores em 2013, onde 79,5% das
propriedades possuem menos de 50 cabecas de ovinos e que mais de 90% desses animais sao
adquiridos ou passam por algum tipo de comercializacdo entre propriedades vizinhas,
demonstrando que essa exploracdo veio sofrendo com a crise da escassez de agua e
consequentemente falta de alimentacdo para estes animais, tornando cada vez mais uma

criacdo de subsisténcia (Tabela 6).
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Tabela 6: Caracteristicas dos rebanhos pertencentes as 44 propriedades visitadas no municipio de Pintadas -

Bahia
CARACTERISTICA PROPRIEDADES
N % IC* (%)
Identificacdo do rebanho Sim 9 20,454545 8.5-32.4
Né&o 35 79,545455 67.6-91.5
Total de animais Até 50 animais 35 79,545455 67.6-91.5
Mais de 50 animais 9 20,454545 8.5-32.4
Tipo de exploragéo Carne 44 100
Genética 0 0
Sistema de criacédo Semi-extensivo 39 88,636364 79.2-98.1
Extensivo 5 11,363636 1.9-20.8
intensivo 0 0
Origem dos animais Do municipio 41 93,181818 85.7-100
Outro Municipio 3 6,8181818 0.0-14.34
Participa de exposic¢oes Sim 0 0
Né&o 44 100
Atestado sanitario na Sim 0 0
compra de animais Nao 44 100

*1C= Intervalo com 95% de confianga para a proporgéo

265

266 CONCLUSAO

267 A frequéncia de animais soropositivos para B. ovis no Municipio de Pintadas foi baixa,
268  comparada ao estudo executado anteriormente na regido. Entretanto, isso ocorreu devido a
269  modificacdo do modo de criagdo dos pequenos produtores, com menos aquisi¢des em fungéo
270  do longo periodo de estiagem o que minimizou as possibilidades de introducdo do agente e
271 ndo pela adocdo de medidas de prevencdo. Contudo, o contingente expressivo de animais nao
272 acompanha o nivel de tecnificacdo que ainda estd restrito a poucos produtores. Logo,
273  propostas para a adequacdo sanitaria desses sistemas de criacdo devem ser pesquisadas e
274  aplicadas, através da consorciacdo da pesquisa e extensdo, de forma a evitar a propagacgéo de

275  agentes infecciosos, tal como Brucella ovis.
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RESUMO

A Linfadenite Caseosa — LC, pseudotuberculose, ou mal do caroco dos caprinos e
ovinos, é uma doenca infecto-contagiosa crénica, que tem como agente causador o
Corynebacterium pseudotuberculosis, caracterizada pela abscedagdo em linfonodos,
tanto superficiais quanto internos, o que leva a lesédo em orgdos e debilidade progressiva
do animal, acarretando em diminuicao da producéo de leite, perda de peso e condenagéo
de carcaca. No nordeste do Brasil ha uma predominancia da enfermidade em caprinos,

certamente por se tratar de uma regido onde a caprinocultura tem sido utilizada como
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forma de subsisténcia para pequenos produtores e pelo habito de alimentar-se em matas
fechadas, onde espinhos podem predispor lesGes no local acometido. O estudo de
animais reagente foi verificado pela técnica do Elisa indireto, se obteve resultados de
82,73% e 88,63% para animais positivos e propriedades positivas respectivamente.

Palavras chave: Linfadenite caseosa, sororeagentes, ELISA indireto.

SUMMARY

He Caseous Lymphadenitis - LC, pseudotuberculosis, or evil lump of goat and sheep, is
an infectious chronic disease, whose causative agent Corynebacteripseudotuberculosis
the characterized by abscessation in lymph nodes, both surface and internal, which leads
to injury in organs and progressive weakness of the animal, resulting in decreased milk
production, weight loss and carcass condemnation. In northeastern Brazil there is a
predominance of the disease in goats, certainly because it is a region where the goat has
been used as a means of livelihood for small farmers and the habit of feeding in dense
forests where thorns may predispose injuries on site affected. The study reagent animals
was verified by Elisa technique indirect result was obtained 82,73% and 88,63% for
positive animals and positive properties respectively.

Keywords: caseous lymphadenitis, reactive serum, indirect ELISA.

Correspondéncia para: contagiosa causada pela bactéria

Gabriela dos Santos Santana i i
ryn rium rculosis.
Rua MilZo, 1108 — Brasilia Corynebacterium pseudotuberculosis. O
CEP: 44088-612, Feira de Santana, Ba, Brasil agente é eliminado por secrecdo
e-mail: gabi_jones@hotmail.com ]
purulenta  de linfonodos com
Recebido: . .
Aprovado: granuloma, que contamina o ambiente e
outros animais (COLLETT et al., 1994;
INTRODUCAO

MEYER et al, 2005; DORELLA et al.,
2006; ZERBINATI et al., 2007).

A linfadenite  caseosa  (LC) ~mais A enfermidade € de consideravel

conhecida como mal do carogo ou . A .
importancia na economia da

pseudotuberculose que acomete . . .
ovinocaprinocultura sendo importante

populagdes de pequenos ruminantes em - . .
em VAarios paises, particularmente nos

todo o0 mundo é uma doenca infecto-
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paises em que a caprino e ovinocultura
sdo importantes como fontes de
subsisténcia e renda para pecuaristas.
Ocorre no Brasil elevada incidéncia de
linfadenite caseosa nos rebanhos, onde
0S prejuizos sdo consideraveis. Animais
com suspeita de granulomas ndo devem
ser adquiridos, e a realizacdo da
necropsia deverd ser efetuada por
médico veterinario por se tratar de
material altamente infectante (PATON
etal., 1994; LUCAS et al., 2009).

Os estados do nordeste do Brasil,
principalmente a Bahia, sdo o0s que
apresentam relatos de maior frequiéncia
de Linfadenite Caseosa em decorréncia
da grande concentracdo desses animais,
93% da populagéo de caprinos e 59% da
populagéo ovinos, do tipo de vegetacdo
gue contém espinhos e do baixo grau de
instrucdo dos criadores, entretanto a
quantificacdo das perdas econdmicas é
dificil de ser verificada (EBDA, 2000;
MOURA-COSTA, 2002; IBGE, 2010).

MATERIAL E METODOS

Este levantamento foi realizado no
municipio de Pintadas - Babhia,
pertencente a Mesorregido Centro -
Norte Baiano, que possui uma area total
de 546 Km? (IBGE, 2011). As coletas

foram realizadas no periodo de abril de
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O ELISA indireto é o teste mais
utilizado na pesquisa de anticorpos
contra proteinas secretada por C.
pseudotuberculosis (RIBEIRO et al.,
2013). Dercksen et al. (2000) relataram
que o teste de ELISA indireto apresenta
boa sensibilidade para a deteccdo de
Corynebacterium  pseudotuberculosis
em ovinos infectados. O objetivo deste
trabalho foi diagnosticar através do
ELISA indireto, a Linfadenite caseosa
em ovinos do municipio de Pintadas-
Bahia, doenca  apontada  pelos
produtores como uma das maiores
causadoras de prejuizos econdmicos,
com queda na producéo, perda do couro

e condenacao de carcacas.

2013 a abril de 2014, totalizando 498
amostras, sorteadas de forma aleatdria,
nas 44 propriedades selecionadas.

Apl6s anamnese e exame fisico
completo dos animais, realizadou-se
anti-sepsia adequada e foi coletado

cinco mililitros de sangue mediante
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puncao da veia jugular para obtencéo de
soro. Foram utilizados tubos a vécuo,
sem 0 anticoagulante, sendo
transportados ao laboratorio em caixas
térmicas resfriadas. O processamento
total do sangue foi realizado em um
periodo inferior a 12 horas; isto €, no
mesmo dia ap6s a coleta. Os tubos

foram  mantidos em temperatura

Banco de soros

Os soros controle utilizados para o teste,
foram amostras de animais
comprovadamente  testados  como
positivos e negativos para C.
pseudotuberculosis, oriundos do Banco
de Soros do Laboratério de Doencas
Infecciosas NEDI/LDI da UFRB.
Entretanto as amostras de soros para
analise foram de ovinos, sem raca
definida, pertencentes aos criadores do
interior do Estado da Bahia, regido de
Pintadas, que também fizeram parte do

experimento de Brucella ovis.
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ambiente por uma hora para retracéo do
coagulo e depois centrifugados a 1.500¢
por dez minutos para obtencdo do soro
que eram acondicionados em tubos tipo
eppendorf, devidamente identificados
com a numeragdo do animal e mantidos
a temperatura de "20°C até a realizacdo

dos testes de diagnostico.

Protocolo do teste de ELISA indireto

Nos soros dos 498 ovinos, 0 teste de
ELISA indireto foi realizado baseando-
se na identificagdo de imunoglobulinas
totais especificas contra antigenos
secretados de cultura de 48 horas de C.
pseudotuberculosis. O protocolo do
ELISA indireto foi realizado segundo
Carminati et al. (2003), modificado para
a espécie ovina. As placas de
poliestireno de fundo chato (masca
COSTAR) foram sensibilizadas com
100 pl da diluicdo da cultura de C.
pseudotuberculosis diluido a 1:100, em
tampdo carbonato bicarbonato a 0,05M,
pH 9,6, incubadas a 7°C por 18 horas
em camara Umida. Apds duas lavagens
com PBS com 0,1% de Tween 20, as
placas foram bloqueadas 200 ul/pogo de
PBS-T20 e 5% de leite desnatado
(MOLICO®), incubadas por 2 horas a

37°C em camara Umida. A seguir, foram
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incubadas com 50 pl/poco em duplicada
dos soros teste diluidos a 1:100 em
PBS-T20 contendo 1% de leite
desnatado (MOLICO®) durante 1 hora
a 37°C em camara umida. Apos cinco
lavagens em PBS-T20, adicionaram-se
as placas 50 pl/pogco o conjugado e
incubadas a 37°C por 1 hora. Em
seguida foram novamente lavadas cinco
vezes com PBS-T20 e adicionadas 50
pl/poco da solugéo reveladora (10mL de
tampdo citrico + 400 pg de
ortofenilenodiamina + 30 pl de H20: a
3%. As placas foram incubadas por 15
minutos em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Por fim, a reacdo foi
interrompida acrescentando-se 25 pl de

HoSO44N. A leitura foi realizada em
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leitor de ELISA (Microplate Reader
BIO-RAD Model 550), usando-se filtro
de 490 nm de comprimento de luz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho a prevaléncia de
Linfadenite caseosa pelo ELISA
indireto foi de 82,7% das 498 amostras
testadas em 44 propriedades,
apresentando 88,6% de rebanhos
positivos (tabela 7); valor muito
superior aos observados por Rebougas
et al. (2013), no estado da Bahia, que
obtiveram uma prevaléncia de 37,9%
em pesquisa de validagdo de um ELISA

indireto.

Tabela 7: Prevaléncia de amostras e de propriedades positivas e negativas testadas para Linfadenite

caseosa pelo teste de ELISA indireto no municipio de Pintadas-Bahia.

N % N° prop. %
Positivo 412 82,7 39 88,6
Negativo 86 17,3 5 11,4
Total 498 100 44 100

A cada propriedade visitada, foi
aplicado um questionario abordando
dados do criador, da fazenda e aspectos
gerais do rebanho, além das principais
enfermidades e alteracBes clinicas mais

frequentes no rebanho, objetivando-se

correlacionar diferentes variaveis acerca

do nivel tecnoldgico, sanitario,
nutricional, reprodutivo e aspectos
zootécnicos com a soropositividade
observada. Contudo, uma das doencas

mais comum e mais citada pelos
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produtores, a Linfadenite caseosa foi
apontada em 59,09% das propriedades,
como a causadora de grandes perdas
econbmicas e de facil disseminacao
(tabela 8), resultados similares aos
(2012),
(63,26%) na microrregido de Feira de

demonstrados por  Aradjo
Santana. Quando comparado com 0s
valores do ELISA, a observacéo de que
nos questionarios a doenca é relatada
em 59,09%  das

provavelmente revela que em algumas

propriedades,
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propriedades, o0s animais podem
apresentar abscessos internos de LC e
por isso a enfermidade ndo é relatada
pelo proprietario, mas é detectada pelo
teste do ELISA.

Os questionarios
trabalnos de Lima et al. (2013) e

Pinheiro et al. (2015) com criadores de

analisados  nos

caprinos, apontaram 0S prejuizos com
esta enfermidade, em uma prevaléncia
de 95,65% e 77,55%, respectivamente.

Tabela 8: Principais enfermidades e alteracfes clinicas mais frequentes relatadas nas 44 propriedades

no municipio de Pintadas — Bahia

Alteracdes Frequentes

Propriedades

N % IC* (%)

Verminose 11 25 12.2-37.8
Linfadenite Caseosa 26 44.6-73.6
Mastite 31 70,454545 57.0-83.9
Ceratoconjuntivite 20 45,454545 30.7-60.2
Diarréia 30 68,181818 54.4-81.9
Aborto 20 45,454545 30.7-60.2
Miiase 4 9,0909091 0.5-17.67
Ectima Contagioso 0 0

Emagrecimento 12 27,272727 14.1-40.4
Ectoparasitas (piolhos, carrapatos) 6 13,636364 3.5-23.8
Pododermatite 8 18,181818 6.8-29.6
Retorno de cio nas ovelhas cobertas 10 22,727273 10.3-35.1
AlteracGes neuroldgicas 0 0

Baixa taxa de fertilidade 6 13,636364 3.5-23.8
Epididimite 3 6,8181818 0.0-14.34
Baixo ganho de peso dos borregos 13 29,545455 16.1-43.0
Outras 25 56,818182 42.2-71.5

*IC= Intervalo com 95% de confianga para a propor¢éo
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Em cada placa de ELISA foram testadas
45 amostras em duplicada. Na leitura do
teste, apo6s emissdo da D.O., foram
obtidas as médias e o desvio padrdo
para cada amostra testada.

As 412 amostras que obtiveram
resultado positivo no ELISA estdo

representadas nas figuras 5 e 6. E as

69

amostras negativas foram representadas
pela figura 7, demonstrando a
quantidade de animais em cada

propriedade.

Figura 5: NGUmero de amostras positivas por propriedade.
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Figura 6: Nimero de amostras positivas por propriedade (continuagéo)
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Figura 7: Nimero de amostras negativas por propriedades.

Amostras de negativo

14

12

| II I I
6 7 8 9 10 11 12 13 14 18 30 43 44

Propiedades

Namero de Amostras
ey [=)] [e.4]

o]

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., S8o Paulo, v. X n. X, p. X, ANO

DOI: 10.11606/issn.1678-4456.v52i2p112-119

70



Chirino-Zarraga et al. (2009), testando
cabras na Venezuela pela técnica de ELISA,
confirmaram uma prevaléncia de 72,73%.

Jung et al. (2015), utilizando a técnica

sorologica ELISA, confirmaram uma
soroprevaléncia de 57,3% em cabras
coreanas. Entretanto no Brasil,

Seyffert;Guimardes & Pacheco (2010),

testando 676 cabras em Minas Gerais,
obtiveram 78,9% de animais positivos no
ELISA indireto. Na regido Nordeste, onde a
incidéncia é alta, Pinheiro et al. (2000),
analisaram 127 propriedades no estado do
Ceard, verificando que a ocorréncia de LC é

de 66,9%.
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CONCLUSAO

O municipio de Pintadas é caracterizado
pelo clima semiarido e pela predominéncia
da criacdo do tipo semi-extensiva, com
baixa produtividade e muitas vezes utilizada
para alto subsisténcia. A soropositividade foi
muito elevada para C. pseudotuberculosis
ovinos deste  estudo,

nos rebanhos

demonstrando  consequentemente,  que
devem ser implantadas préaticas de gestdo
apropriadas para o controle de Linfadenite
caseosa que favorecam a reducdo da

disseminacédo da doenca.
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U FR UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA

ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA
universidade Federal o~ M@Strado Profissional em Defesa Agropecuéaria

Recdncavo da Bahia

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Data: Ndmero do Cadastro:

Responsavel pelo preenchimento:

IDENTIFICACAO DO PRODUTOR:

Nome:

Endereco:

Cidade: UF: CEP:

Tel:

DADOS DA PROPRIEDADE:

Nome da propriedade:

Endereco:

Municipio: Area total (ha):

Nome do gerente:

Finalidade da propriedade:

Pastagens cultivadas (ha): ( ) Sim ( ) N&o

Quais?

Faz divisdo de pastagens? ( ) Sim ( ) Nao

Fonte de agua:

Aprisco: ( ) Sim () Néo
Tipo: () ch@o batido ( )ripado ( ) cimentado ( ) Outro

Cobertura: ( ) Sim ( ) Néo

Acompanhamento técnico: ( ) Sim ( ) N&o

(' )Médico Veterinario ( )Zootecnista ( )Agrénomo
(' )Outro
Frequéncia das visitas técnicas:




DADOS DO REBANHO:
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Animais criados: ( )ovinos ( )caprinos ( )bovinos  ( )outros

Total de ovinos na propriedade:
Fémeas: Machos: Jovens:

Identificacdo dos animais: ( )Sim ( )Nao Tipo:

Tipo de Exploracdo: ( )Genética ( ) Corte

Sistema de Criacdo: ( ) Intensivo () Extensivo ( ) Semi-intensivo ( ) Outros

Ano de inicio da criacdo:

Suplementacdo alimentar:

Mineralizacdo:

Aquisicdo de:
(' )matrizes. Origem:
(' )sémen. Origem:

(' )embriGes. Origem:

Reprodutores: () Comprados ( ) Trocados ( ) Emprestados
Origem:
Tempo de permanéncia do reprodutor na propriedade:

Raca dos reprodutores:

Utiliza algum critério sanitario na aquisi¢do de animais?
( )Sim ( )Nao

Quais?

Venda de:

(' ) animais em feiras agropecuérias. Onde?
() sémen

() embrides

(' ) animais para abate.

Presenca de rufides: ( )Sim ( )Né&o

Tipo: ( )Aderéncia ( )Deslocamento ( )Vasectomia

Observacéo de alteragdes clinicas:
) artrites

) resisténcia a exercicios

) anemia

) emagrecimento

) dificuldade respiratoria

) sinais neurologicos. Quais?

) distlrbios digestivos. Quais?

) mastite

) linfadenite caseosa (mal do carogo)

e T T e N T T T

) piolho
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) carrapato

) berne

) miiase (bicheira)

) pododermatite

) ceratoconjuntivite

) diarreia em animais adultos

)diarreia em animais jovens

) baixa taxa de fertilidade das fémeas

) retorno de cio das fémeas

e N T T T T N S N N

) alteracBes na bolsa escrotal do macho.
Quais?

) abortamentos

) natimortos

) nascimento de cordeiros fracos

) malformagdes

) alta mortalidade de neonatos

) baixo ganho de peso de animais jovens

T T N T T N

) outras observacdes

Plantas toxicas descritas na propriedade: ( )Sim ( )Néo
Quais?

Vermifugagdo: ( )Sim ( )Nao

Frequéncia:

Produto/principio ativo:

Alternancia do principio ativo: ( )Sim ( )N&o
Periodicidade:

Exame parasitoldgico de fezes? ( )Sim ( )Nao
Famacha? ( )Sim ( )N&o

Vacinagdo: ( )Sim ( )Nao
Quiais?
Frequéncia:

Préaticas sanitarias utilizadas:

) troca de pasto apds a vermifugacao

) permanéncia de 12 h ap6s a vermifugacdo
) descanso das pastagens

) vermifuga os animais recém-chegados a propriedade
) quarentena dos animais adquiridos

) &rea de isolamento de animais doentes

) casqueamento dos animais

) esterqueiras

) separa 0s animais jovens dos adultos

) piquete maternidade

) Outras. Quais?

NN AN AN AN AN AN AN AN S S

Realiza exame androlégico nos machos? ( )Sim  ( )Néo
Frequéncia:
AlteracGes mais frequentes:

Corte e cura de umbigo do neonato: ( )Sim ( )N&o
Produto utilizado:
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Monitoramento da mamada do colostro: ( )Sim () Ndo

Banco de colostro: ( )Sim ( )N&o

Aleitamento:
() Natural
() Artificial - () leite de cabra  ( )leitedevaca () Outro

Principais causas de mortalidade de cordeiros:

Castracdo: ( )Sim ( )Nao
Idade:
( )Cirtrgica ( )Burdizzo ( )Elastrador ( )Outro

Idade da desmama:

Realizacdo de exames: ( ) Sim ( ) Néo
Quiais?

Reproducdo:

(' ) monta natural () inseminacao artificial ( ) transferéncia de embrido







