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REPRODUCAO DA LINFADENITE CASEOSA EM CAPRINOS COM PEQUENO

NUMERO DE Corynebacterium pseudotuberculosis

JEROME LANGENEGGER2 ¢ CHARLOTTE HUBINGER LANGENEGGER?2

ABSTRACT.- Langenegger J. & Langenegger C.H. 1988. [Reproduction of caseous
lymphadenitis in goats by small numbers of Corynebacterium pseudotuberculosis.]
Reprodugdo da linfadenite caseosa em caprinos com pequeno niimero de Corynebacterium
pseudotuberculosis. Pesqulsa Veterindria Brasileira 8(1/2):23-26. Embrapa-UAPNPSA 23851
Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil.

Caseous lymphadenitis was reprodued experimentally by intradermic inoculation of 5, 20 and
100 washed Corynebacterium pseudotuberculosis bacteria in 26 normal goats. Between day 2 and 9
after inoculation, there was local erythema, papula and skin ulceration and, at day 15, a small
enlargement of the local lymph node. Between day 45 and 180, independent of the infective dose
rate, the infection developed to an abscess in the local lymph node of about one third of the goats.
A similar number showed a pronounced enlargement of the local lymph node, but these later became
normal again. The remainder of the goats showed an early return to normal after the initial signs of
infection. All 26 goats, except 2, presented an antitoxin titre during some phase of the infection.
The experimental infection was shown to develop as the natural. It was concluded that selfcures,
demonstrated experimentally, must also occur in the field, making clinical and immunological

diagnosis difficult.

INDEX TERMS: Caseous Lymphadenitis, experimental infection, goats, pathogenesis.

SINOPSE.- A linfadenite caseosa foi reproduzida experimental-
mente através da inoculagdo intradérmica de 5, 20 e 100 bactérias
lavadas de C. pseudotuberculosis em 26 caprinos normais. A in~
feccdo manifestou-se, inicialmente, por formagao de eritema, pa-
pula, péstula e ulceragdo local da pele entre o 22 e o 9° dia p6s-

inoculagdo e no 152 dia por um ligeiro aumento do linfonodo sa- -

télite. Posteriormente, entre o 452 e o 1802 dia, independente-
mente da dose infectante usada, a infecgdo evoluiu para absceda-
gao ‘do linfonodo local em cerca de 1/3 dos caprinos. Em outro
nimero similar, observou-se acentuado aumento do volume do
linfonodo mas que depois regrediu e, finalmente, nos restantes
houve répida normalizagéo ap6s os sinais iniciais da infeccao.
Dos 26 caprinos apenas 2 ndo apresentaram antitoxinas no soro
durante nenhuma fase da infecgdo. Foi demonstrado com o pre-
sente experimento que a mfecgao evoluiu simulando a natural e
concluiu-se que as curas espontineas observadas também devem
ocorrer nas infecgbes de campo, dificultando o diagnéstico clini-
co e imunolégico.

TERMOS DE INDEXACAO: Lindafenite caseosa, infeccio experimental,
caprinos, patogenia.

INTRODUCAO

Relativamente pouco se conhecia sobre a patogenia da
linfadenite caseosa dos ovinos € caprinos no que se refere
a fase pre-clinica da infecgdo. ApéSs o reconhecimento do
agente etiolégico, Corynebacterium pseudotuberculosis,
por Nocard (1889) e Preisz (1894), foi aceita, por longo
tempo, que a principal via de infeccio no ovino seriam as
feridas acidentais causadas pela tosquia e corte da cauda
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(Carne 1932, Bull & Dickinson 1935). As tentativas de
reproduzir a doenga em ovinos e caprinos através da ino-
culacao de culturas, por via subcutinea, davam resultados
muito diferentes comparados com a infec¢ao natural. Do-
ses maiores causavam quadros clinicos aberrantes (Ab-
del-Hamid 1973) e doses menores nao reproduziam o
quadro clinico da doenga com regularidade, o que difi-
cultava esclarecer aspectos da patogenese e da epizoo-
tiologia da linfadenite caseosa.

Nas duas iltimas décadas foram testadas véarias manei-
ras de reproduzir a linfadenite caseosa. Partindo do pres-
suposto de que a infec¢io por C. pseudotuberculosis em
caprinos na regido seca do nordeste do Brasil fosse oca-
sionada via ferimentos da pele causado por espinhos de
cacticeas existentes nas pastagens, Costa Filho et al.
(1967) reproduziram a doenga escarificando e perfurando
a pele de 14 caprinos com espinhos e colocando sobre a
4rea ferida o pus de abscessos causados por C. pseudotu-
berculosis. A partir do 32 més pés-infecgdo os animais
comegaram a apresentar abscessos nos pontos de inocula-

¢ao e posteriormente formando cadeias nos vasos e linfo- -

nodos, inclusive com lesdes nos 6rgaos internos. Nao fo-
ra feita monitoragio sorolégica ou alérgica.

Movido pela necessidade de dispor de um modelo ex-
perimental que reproduzisse regularmente a linfadenite
caseosa em ovinos visando o teste de vacinas contra a
doenga, Cameron et al. (1972) utilizaram-se da inocula-
cao intravenosa. Esta via de infec¢do permitiu obter abs-
cessos miiltiplos nos pulmées com certa regularidade, o
que foi comprovado por Brogden et al. (1984).

A possivel predisposicdo dos banhos sarnicidas na in-
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feccdo dos ovinos por C. pseudotuberculosis, levou
Nairn & Robertson (1974) a descoberta de que a infecgao
pode estabelecer-se através da pele intacta e cuja evolu-
¢do muito se assemelhava a infecgdo natural. Os autores
comprovaram a presenga de antitoxinas pelo teste de ini-
bigdo da antihemolisina descrita por Zaki (1968).

Nagy (1976) procurou explorar outras provives vias
de infeccio, inoculando cultura de C. pseudotuberculosis
em 30 ovinos por via vaginal, prepucial, oral, intratra-
queal, subcutinea e através de ferimentos (cortes) na pe-
le. Verificou na necropsia que, pelo nimero de abscessos
encontrados nos linfonodos, a via mais afetiva foi a dos
ferimentos da pele (26 abscessos), seguida da subcutianea
(12), vagital (9), intratraqueal (7), oral (2) e prepucial
(0). Fez controles clinicos apenas no 52, no 352 ¢ no 1222
dia apés-infeccéo, sem testes sorolégicos.

Husband & Watson (1977) e Burrell (1978) desenvol-
veram um modelo experimental de infeccdo do C. pseu-
dotuberculosis via o vaso linfatico aferente do linfonodo
popliteo, que permitiu reproduzir a doenga com certa re-
gularidade. Usaram esta via de infeccao por simular a in-
fecgdo natural para estudar aspectos imunolégicos e his-
topatolGgicos iniciais da infecgao.

Ashfag & Campbell (1980) e Campbell et al. (1982)
induziram a linfadenite casegsa em 14 caprinos inoculan-
do, simultineamente, 1x100 C. pseudotuberculosis de
cultura lavada pelas vias subcutinea, intradérmica e sub-
mucosa. Durante os primeiros 3 dias os animais mostra-
ram-se abatidos com o dorso arqueado e pélos arrepiados.
Nos pontos de inoculagido manifestaram-se reagdes infla-
matdérias que desapareceram 4 a 5 dias ap6s. Em todos os
caprinos desenvolveram-se abscessos em vasos € linfono-
dos satélites e, em apenas 1, foram encontradas lesGes
nos pulmdes. O periodo de incubagéo até o aparecimento
de abscesso palpéveis variou de 41 a 147 dias com média
de 95,2 dias e o periodo de eliminagdo do germe através
da abertura cinirgica de 20 abscessos variou de 9 a 37
dias com média de 20,3 dias. Nao foi feita monitoragao
sorolégica das infecgdes. :

Brown et al. (1985, 1986) fizeram a reprodugao expe-
rimental da linfadenite caseosa em trés grupos de 5 capri-
nos indenes pela inoculagdo intradérmica com doses de
0,25x106, 0,50x100 e 4,2x100 de bactérias lavadas de C.
pseudotuberculosis, na fossa lombar. Todos 0os animais
revelaram febre transitéria nas primeiras 24 horas e
acentuada reagéo inflamatGria nos pontos de inoculacdo no
32 dia. No final da 12 semana houve ulceracio da pele e
exsudagio de material purulento. Na maioria dos animais
apareceram muiltiplos abscessos localizados no ponto de
inoculagdo, nos linfonodos, como também em orgaos in-
ternos, visto na necropsia feita aos 127 dias pés-infecgao.
Houve monitoragio sorolégica e alérgica.

" Considerando que a reprodugédo experimental da linfa-
denite caseosa em ovinos e caprinos vinha sendo feita por
vias estranhas ou com doses inoculantes muito grandes de

C. pseudotuberculosis, dificilmente vidveis na natureza,

julgou-se oportuno induzir infecgées com pequeno nime-
ro de bactérias, por inoculagdo intradérmica para acom-
panhar a evolugdo da doenga em condi¢Ses que se asse-
melhassem mais as da infec¢é@o natural.

MATERIAL E METODOS
Foram usados 26 caprinos com 4 e 6 meses de idade e também
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alguns animais adultos, procedentes de criagdes livres da linfade-
nite caseosa. Durante a experimentagéo, os caprinos foram man-
tidos em grupos, em abrigos isolados com acesso a piquetes € re-
cebiam suplementagdo de forragem verde e ragdo concentrada.

Antes da infecgdo experimental, todos os animais foram sub-
metidos ao teste da inibicdo da hemdlise sinérgica (Knight 1978)
e 4 prova alérgica cutinea (Langenegger et al. 1987a,b) para as-
segurar a auséncia da infecgdo por Corynebacterium pseudotu-
berculosis. A infecgdo foi realizada na pele do flanco na regido
prefemural apSs depilagio de drea com cerca de 6x6 cm de lado,
por injecgdo intradérmica da suspensdo bacteriana na dose de 0,1
ml O in6culo consistiu da suspensdo em salina de C. pseudotu-
berculosis, amostra 303, isolada por abscesso de caprino, mantida
em meio de soro de Loeffler e periodicamete passada em cobaios. -
Partindo da cultura em meio de Caldo de Soja Triptico (TSB), in-
cubada a 37°C durante 24 hs, a massa bacteriana foi lavada duas
vezes em salina, suspensa em volume igual ao anterior da culturae
diluida até 10-°. Nesta tltima, eram encontrados ao redor de 100
unidades formadoras de col6nias (CFU) em 0,1 ml. A partir desta,
por diluicbes proporcionais, foram obtidos os in6culos com 20 e
5 unidades. Trés grupos de caprinos com 5, 8 e 13 animais foram
infectados respectivamente com 5, 20 e 100 CFUs de C. pseu-
dotuberculosis. A presenga e o miimero de bactérias vidveis ino-
culadas nos caprinos de cada grupo foi assegurada pela infecgéo,
imediatamente ap6s, de 2 cobaios e pela semeadura em duas pla-
cas de agar-sangue, da mesma dose do inéculo usado na infecgéo
dos caprinos.

As infecgOes experimentais, foram monitoradas, inicialmente,
por inspecdo didria dos animais com especial atengdo sobre o
estado geral de satide, o ponto de inoculag@o e a apalpagao com-
parativa dos linfonodos precrurais opostos. Da 3% 2 62 semana
pés-infeccdo foram feitos controles semanais € posteriormente
de 3 em 3 semanas até o final do 62 més. Foram registradas alte-
ragdes que se sucederam no ponto de inoculagao, o aumento do
volume do linfonodo satélite, a resposta imunolégica humoral
através da prova SHI e da linfadenizagdo.

No final do perfodo experimental, a presenca ou auséncia da
infecg@o e de lesdo nos linfonodos e visceras foi confirmada por
exames necroscopicos e bacteriol6gicos.

RESULTADOS

A inoculagdo experimental intradérmica de 5, 20 ¢ 100

CFU de Corynebacterium pseudotuberculosis revelou as
seguintes alteracoes durante a evolucdo da infeccdo por
180 dias:

a) Sinais clfnicos. Nenhum dos 26 caprinos revelou
febre ou qualquer distirbio no estado geral de sadde nas
primeiras duas semanas pds-infecgao.

b) Lesées no ponto de inoculacdo. A inspegao do local
da inoculagio mostrou nitido eritema nos animais de
pele branca que se concentrou entre o 12 € o 32 dia ap6s
a infecgdo, a formacdo de pdpula entre 0 32 e 0 52diaea
transformacio desta em pustula entre o 52 e o 72 dia, ulce-
rando em seguida. O tamanho da tlcera na pele variou
entre 2 e 5 mm de didmetro, sendo em geral maiores as
mais precoces. Em tomo do 122 e 142 dia completava-se
a cicatrizagdo da ulceragao, geralmente precidida por uma
crosta seca.

¢) Reagdo do linfonodo. Ao final da 22 semana pés-
infecgdo, a apalpacao dos linfonodos precrurais satélites
do local da inoculagéo evidenciava um pequeno aumento
de volume (+) em relacao ao linfonodo oposto em todos
os animais. Nos controles seguintes, aos 42, 84, 126 e
168 dias, a evolucdo da infecgdo revelou que cerca de
1/3 -dos animais o linfonodo precrural continuou aumen-
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Quadro 1. Evolugdo da infec¢io experimental com 5,20 e 100 bactérias vidveis de Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos

N2de Capnno N2 bact. Lesges da pele

AlteragGes dos linfonodos Exames

1@ 3 5 7 9

ordem  n® inoc. 14 42 84 126 168 180® Bact. Sorol Alerg.
01 001 5 ©  pa @ - - - - _ _ - 12
02 004 5 e pa pu ulc + + + * - - - 1/160 4,8
03 006 5 e pa - - - - - - - 1720 2,0
04 010 5 e pa pu ulc + ++ +++ -abs + + 1/80 7,9
05 396 5 e pa pu ulc + ++ +++ abs ulc - - 1/160 9,0
06 003 20 e pa pu ulc + ++ +++ abs + + 1740 8,0
07 007 20 e pa n - - - - - - - 1/20 3,0
08 367 20 e pa pu ulc + + ++ ++ + - - 1/40 4,0
09 369 20 e pa pu  ulc + * * * * - - 1/80 6,0
10 370 20 e pa pu ulc + +++ abs + + 1780 7,3
11 371 20 e pa  pu ulc * - - - - - - 1120 2,0
12 385 20 e pa pu ulc + + - + + - - 1/160 10,0
13 - 388 20 e pa  pu ulc + =+ * * - - - 1740 6,0
14 021 100 e pa ulc + ++ ++ abs o+ + 1/320 7,0
15 022 100 e pa pu ulc + +++ + - - - - 1/160 2,8
16 023 100 e pa pu ulc + + - - - - 1/160 3,2
17 025 100 e pa pu ulc + + ++ +++ abs + + 17160 4,0
18 026 100 e pa pu ulc + ++ - - - - - 1/80 9,6
19 027 100 e pa - pu ulc + . ++ - - - - - 1/320 2,6
20 028 100 e e © pa n + - - - - - - - 0,7
21 029 100 e pa pu ulc +  ++ - - - - 1720 2,5
22 030 100 e pa pu ulc + + - - abs + + 1/160 4,1
23 031, . 100 e pa  pu ulc + +++ + - - - - /1280 6,0
24 OoCP 100 .e pa pu ulc + +++ + - - - - 1/1280
25 OCB 100 e pa pu ulc + - - - - - - 1740
26 366 100 e pa  pu ul + +++ abs + + 1/20 5,3

(@ Dias ap6s a infecgdo;
(® Achados 2 necropesia;

Cle= eritema, pa= paipula, pu= plist:ula ulc = ilcera, n = normal, abs = abscesso;

— = ndo aumentado, + e
+ + 4+ = aumento acentuado (o dobro ou mais).

~ tando progressivamente de volume (++, +++) e em
torno do 1262 dia passou a apresentar deformagao que ca-
racterizava um abscesso palpavel. Em outro terco' dos
animais também houve acentuado aumento de volume do
linfonodo precrural (++ +-++), mas a partir do 842 dia
de observagdo ocorria lenta regressdo do tamanho dos
linfonodos que aos 180 dias eram aparentemente normais.
Dos animais restantes alguns mantinham um ligeiro au-
mento do volume (+) do linfonodo até o 422 dia, mas lo-
go depois todos voltavam ao tamanho normal permane-
cendo até o 1802 dia. O Quadro 1, resume o comporta-
mento individual de cada animal e sintetiza a tendéncia
da evolugdo da infecgao, nos dias 14, 42, 84, 126 e 168
apds a infecgao.

d) Outras alteracoes patolégzcas A inoculagao expe-

_rimental com pequeno nimero de bactérias ndo causou o
aparecimento de abscedagdes na pele, no ponto de ino-
culacdo ou ao longo de vasos linfaticos. Nos linfonodos,
limitou-se apenas nos satélites do local da inoculag?o,
excetuando-se um caso em que abscedou o linfonodo
submandibular. Nao foi registrado nenhum caso de lesoes
internas. Em todos os abscessos foi confirmada a presen-
ca de C. pseudotuberculosis bacteriolégicamente. »

e) Reacdo imunoldgica. A infecgdo experimental foi
comprovada pela presenga de antitoxinas, exceto em dois
animais, reveladas pelo método da inibigdo da hemdlise
sinérgica, variando titulos de 0 a 1/1280. No Quadro 1
estdo registrados os maiores titulos encontrados em uma

= aumento discreto ( = 25% maior que o oposto), +

+ = aumento médio ( = 50% maior que 0 oposto),

fase da evolugao da infecgao. Paralelamente, a infecgao
também foi testemunhada pela sensibilidade alérgica
através da linfadenizagio acusando reagdes positivas em
24 animais e reagao considerada negativa em 2 conforme
ilustra 0 Quadro 1.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Na presente pesquisa foi reproduzida experimentalmente
a linfadenite caseosa em caprinos através da inoculagao
intradérmica de apenas 5, 20-e 100 bactérias lavadas de
Corynebacterium pseudotuberculosis, comportando-se a
evolugdo da infec¢gdo muito semelhantemente ao que se
observa na doenga a campo. O resultado € parecido ao de
Nairn & Robertson (1974) que demonstraram ser possivel
a instalag@o da infecgao através da pele integra. Embora
os autores tenham usado uma cultura de C. pseudotuber-
culosis com 108 CFU e assim colocado grande nimero de
bactérias sobre o pelo do animal, o niimero de germes in-
vasores, presumivelmente, tenha sido pequeno a julgar
pela reduzida proporcao de lesGes que se transformaram
em ‘‘crateras’” com evolugao semelhanté ao das pépulas,
pustulas e ulceras assinaladas na presente pesquisa, e
posteriormente -a abscedagdo dos linfonodos satélites. As
infecgdes em condigdes naturais, certamente, sao favore-
cidas quando ha solugées de continuidade da pele como

pdde demonstrar Costa Filho et al. (1967) e Nagy (1976), '

mas apesar disso, o nimero de bactérias fagocitadas deve
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ser reduzido pois na grande maioria a evolug@o da infec-
¢ao transcorre sem comprometimento agudo da saide do
animal, mas tdo somente com a manifestacao tardia de le-
sOes supurativas de um ou mais linfonodos. Ao contrério,
quando as infecgGes experimentais sao feitas com grande
nimero de bactérias e, ainda se o in6culo contiver toxi-
nas da cultura, a evolugio da linfadenite caseosa se torna
atfpica como foi verificado nas infeccdes subcutineas
(Abdel-Hamid 1973), endovenosa (Cameron 1972, Brog-
den et al. 1984), linfatica (Husband & Watson 1977, Bur-
rell 1978) e mesmo na via intradérmica e intramucosal
(Ashfag & Campbell 1980, Campbell et al. 1982, Brown
et al. 1985, 1986) com doses na ordem de 106 CFuU.

A presente pesquisa revelou aspectos inéditos no que
se refere a0 comportamento da evolugio da infecgéo pois,
aparentemente, ndo houve diferenca acentuada entre os
grupos de caprinos infectados com 5, 20 € 100 bactérias
como mostram os sinais iniciais das lesGes da pele tradu-
zidos pelo eritema, pépula, pistula e tlcera e pelo peque-
no aumento de volume do linfonodo satélite nas duas se-
manas poés-infecgdo. Posteriormente, também indepen-
dentemente da dose de bactérias infectantes, a infecgao
evoluiu para trés patamares distintos pois em cerca de 1/3
dos animais houve abscedagio do linfonodo precrural, em
outro niimero semelhante houve nitido aumento de volu-
me do linfonodo local até o 842 dia pés-infecgao; este
depois regrediu para o normal e finalmente o grupo res-
tante que, apds os sinais iniciais da infecgdo, também
voltou ao normal. Dos 26 caprinos infectados apenas 2
nao apresentaram antitoxinas e sensibilidade alérgica em
uma fase da infecgéo, detectdveis com os testes usados.

O resultado desta pesquisa permitiu concluir que, a
exemplo das autocuras observadas nestas infecgdes expe-
rimentais, precedidas por lesoes locais da pele, reagio
ganglionar e resposta imunoldgica, o mesmo deve ocorrer
nas infecgGes a campo. Este achado esclarece que as au-
tocuras nas infecgGes & campo por C. pseudotuberculosis
dificultam o diagndstico clinico e tornam inespecificas as
provas sorolégicas e alérgica do diagndstico imunolégico
precoce da linfadenite caseosa, se a especificidade do
teste for baseada na ocorréncia de lesGes supurativas.
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