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ABSTRACT.- Carvalho D. C., Schaer R., Brodskyn C., Nascimento I.L.O., Freire S. & Meyer R.
1990. [Levels of immunoprotection induced in goats against Corynebacterium
pseudotuberculosis using several types of vaccines.] Avaliagdo do efeito imunoprotetor de
diferentes vacinas contra Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos. Pesquisa Veterindria
Brasileira 10(3/4):59-62. Lab. Imunologia e Biologia Molecular, Inst. Ciénc. Saide, UFBA, Av.
Reitor Miguel Calmon s/n, Campus Universitdrio do Canela, 40140 Salvador, Bahia, Brazil.

In order to evaluate the immune response of goats against Corynebacterium pseudotuberculosis,
23 groups, comprising 196 animals, were immunized with several antigenic preparations obtained
from the bacteriae, at different time intervals, and using various kinds of adjuvants. The results
indicated that the rate of immunoprotection in the lmmumzed animals challenged after 120 days
was below 60%. The animals challenged between 8 and 10 months showed protection levels
ranging from 44.5 to 22.3%. The lowest rate of incidence of the disease appeared in the animals
challenged between 30 and 60 days after the last immunization. =

INDEX TERMS: Corynebacterium pseudotuberculosis, C. ovis, Caseous lymphademtls, immunoprotection, goats.

SINOPSE.- Com o objetivo de observar a imunoprotegio desen-
volvida em caprinos contra Corynebacterium pseudotuberculosis
esses animais foram submetidos a diferentes esquemas de imuni-
zagao, sendo utilizados in6culos de diferentes preparados antigé-
nicos desta bactéria em intervalos de tempo variados € com di-
versos adjuvantes. Os resultados revelaram que o percentual de
imunoprotecdo nos animais imunizados e desafiados 180 dias
apds estava abaixo de 60%. J4 os animais desafiados dez meses
apds a primeira inoculagéo apresentaram niveis de imunoprotecao
entre 44,5 e 22,3%. O menor indice da doencga foi observado nos
animais desafiados entre 30 e 60 dias ap6s a Gltima inoculagdo-do
preparado antigénico.

TERMOS DE INDEXACAO: Corynebactenwn pseudotubercubm,
ovis, linfadenite caseosa, imunoprotegio, caprinos.

INTRODUCAO -

H4 muito que se busca uma vacina contra linfadenite ca-
seosa que induza uma significativa imunoprotegcdo. Va-
rias tentativas tem sido feitas nesse sentido, em caprinos,
ovinos e camundongos (Cameron & Fuls 1973, Cameron
1982, Naim 1982), com resultados pouco consistentes.
Anticorpos contra a exotoxina ou antigenos somaéticos
deste microrganismo parecem nao ser importantes para
combater a infecgdo (Camerom 1982, Garg & Chandira-
mani 1985). Virios tem sido os antigenos utilizados tais

como bacteria inteirél, viva ou morta, parede celular

(Brogden et al. 1984) e toxoide obtido a partir de exotoxi-
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nas (Nairn et al. 1977, Brown et al. 1986). Também foram
feitas tentativas no sentido de potencializar a indugio de
imunizacdo com uso de diferentes adjuvantes (Cameron
& Bester 1984, Brogden et al. 1985) e de BCG (Barafat
1979). Ensaios realizados com a vacina contra Coryne-
bacterium pseudotuberculosis desenvolvida pela Empresa
de Pesquisa Agropecudria da Eahia (EPABA) utilizando-
se a cepa 1002 (ou ‘“Curaga’’), mostraram percentuais de
protecio em torno de 8G% (Ribeiro 1983, comunicagdo
pessoal). O monitoramento da cinética de producao de
anticorpos anti C. pseudotuberculosis em animais imuni-
zados com esta vacina mostrou que ela era capaz de in-
duzir titulos elevados de anticorpos especificos (Pinheiro
et al. 1988).

O presente trabalho relata os resultados obtidos quan-
do se testou a vacina anteriormente mencionada bem co-
mo outros preparados antigénicos, utilizando-se a mesma
cepa (1002).

MATERIAL E METODOS

Foram wtilizados caprinos com idade a partir de 6 meses,
clinicamente sadios, com sorologia negativa para Cory-
nebacterium pseudotuberculosis (testado através do en-
saio imunoenzimdético - ELISA). Os animais foram man-
tidos em cativerio na Escola de Medicina Veterindria e no
Instituto de Ciéncias da Saude e em criacdo extensiva na
Fazenda Experimental de Itiuba da EPABA.

Foram utilizados os seguinte preparados antigénicos
descritos abaixo:

A Vacina da EPABA constituida por C. pseudotuberculosis
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(cepa 1002) cultivada em caldo triptose com extrato de levedura
¢ lactoalbunima), inativada em formol a 5% na concentracao de
0,65% (volume de massa bacteriana/volume de suspensio); a esta
suspensdo € adicionado fosfato de aluminio na proporgdo 1:1,
sendo a dose recomendada 6,0 ml por via subcutinea. Outros
in6culos foram preparados a partir da suspensdo bacteriana inati-
va em formol: a) sem a adi¢do do fosfato de aluminio; b) lavan-
do-se e ressuspendendo-se a massa bacteriana em solugdo salina
0,85% (SS); ¢) com a concentragdo da massa bacteriana duas ve-
zes maior (1,3% v/v); d) substituindo o fosfato de aluminio por
Adjuvante Completo de Freund.

A parede bacteriana, obtida a partir da massa bacteriana que-
brada em ultra-som foi centrifugada a 3.000 g por 10 min., o so-
brenadante foi transferido para outro tubro e centrifugado a
10.000 g por 30min.; o precipitado foi ressuspenso em solugéo
salina tamponada (PBS). Utilizou-se também como antigeno o
sobrenadante obtido apds a centrifugacdo a 3.000 g. Em ambos
0s casos ajustou-se o inculo para conter 1,0 mg de proteina e
procedeu-se a inoculagio utilizando-se fosfato de aluminio como
adjuvante.

O BCG, sob a forma de Preparado comercial (CEME - Rio de
Janeiro, Brasil), utilizado na dose de 0,1 ml por animal. Extratos
bacterianos obtidos através de tratamento da massa bacteriana
com os detergentes sédio dodecil sulfato (SDS) ou deoxicolato de
s6dio (DOC), em concentragdo de 0,5% em PBS. Tal mistura era
deixada por 2h a temperatura ambiente com agitacoes freqiientes.
Apés centrifugagio, o sobrenadante era dialisado repetidas vezes
contra SS e ajustado para 1,0 mg de protefna por inéculo.
Usou-se como adjuvante o fosfato de aluminio.
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A pesquisa foi realizada utilizando-se um total de 196
animais envolvendo os seguintes experimentos:

Nos experimentos 1 a 6, cinco animais por grupo, os animais
foram imunizados com a vacina da EPABA com ou sem meio de
cultura e adjuvante; com BCG e C. pseudotuberculosis, viva,
patogénica e o grupo controle com SS.

Nos experimentos 7 a 10, nove animais por grupo, os animais
foram imunizados com a vacina da EPABA; com in6culo consti-
tuido por parede bacteriana; com cultura de C. pseudotuberculo-
sis inativada em formol, lavada e ressuspensa em SS, e o grupo
controle somente com SS.

Nos experimentos 11 a 23, dez animais por grupo, foram fei-
tos novos ensaios com a vacina da EPABA e com a massa bacte-
riana inativada em formol modificando-se os intervalos de ino-
culagdo ¢ o uso ou ndo de adjuvantes; também foram utilizados
preparados antigénicos obtidos através da quebra da massa bac-
teriana com ultra-som e através do tratamento com detergentes
(SDS e DOC). Nestes experimentos os animais foram mantidos
em regime de criagdo extensiva na fazenda da EPABA.

A vacina foi sempre inoculada por via-cutinea. Os
quadros 1 e 2 apresentam maiores detalhes a respeito dos
in6culos utilizados, dos periodos de inoculagao e dos re-
sultados obtidos.

Os desafios foram realizadas colocando-se 50 pl de
uma suspensiao a 0,7% de bactéria, obtida de cultura em
caldo triptose com 48 horas de incubagio, sobre a pele
escarificada, em dois pontos da regido inguinal.

Quadro 1. Caracterizagdo dos grupos de caprinos utilizados na experimentacdo controlada e resultados da imunoprote¢éo

- o Vacinagdo (dias) Desafio Resultados
Emfzﬂw Node Vacina (perfodoya  (fndice de
anim 15 30 60 180 protegio, %)
1 5 + + + Vacina (EPABA) 120 40
2 5 + +b BCG e HBCG + C. pseu- 165 0
dotuberculosis
3 5 + + + C. pseudotuberculosis 120 20
¢/ meio de cultura a 1,3% -
vIiv + fosfato  de
aluminio
4 5 + + + C. pseudotuberculosis 120 60
c/meio de cultura a 0,65%
V/V sem adjuvantes
5 5 + + + C. pseudotuberculosis 1avada 120 40
e nsa em. salina a
0,65% VIV + fosfato de
alumfnio
6 5 Controle, sem tratamento 180¢ 20
7 9 Vacina (EPABA) 240 45,5
8 9 Parede bacteriana 0,65% 240 22,3
V/V + fosfato de alumfinio
9 9 + + C. pseudotuberculosis lavada 240 33,3
€ ressuspensa em salina 0,6%
VIV + fosfato de alumfnio
10 9 Controle, sem tratamento 300¢ 22,3

2 Dias apés a ltima vacinaggo.
bc. pseudotuberculosis viva, atenuada.
¢ Dias ap6s o inicio do experimento.
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Foram realizadas biopsias e necropsias a partir de um
més apds o desafio. O material caseoso dos abscessos foi
retirado assepticamente e cultivado em gelose sangue, as
bactérias isoladas foram caracterizadas por provas bio-
quimicas. O material para exame histopatolégico foi reti-
rado de abscessos em linfonodos, figado, bago e pul-
mao, fixado em formol a 10%, submetido aos procedi-
mentos rotineiros para cortes em parafina e corado com
hematoxilina-eosina.

RESULTADOS

O Quadro 1 resume os resultados obtidos com os animais
nos exprimentos 1 a 6. De 40 a 100% dos animais imuni-
zados com os diferentes inéculos, assim como os do gru-
po controle, desenvolveram linfadenite caseosa apés a
agressao realizada 180 dias depois do inicio do experi-
mento. Os animais imunizados nos experimentos 7, 8, 9 ¢
10 foram agredidos 10 meses apds a primeira inoculagdo
e desenvolveram a doenga numa percentagem que variou
de 55,5 a 77,7%. O percentual de animais que desenvol-
veu linfadenite caseosa no experimento de campo variou
com o tratamento e a época da “agressdo’’ (Quadro 2). A

identificacdo bioquimica do microrganismo e¢ o estudo
anatomo-patoldgico do material de biopsia ou de necrop-
sia confirmaram o desenvolvimento da linfadenite caseo-
sa em todos os animais “agredidos’ que apresentaram
abscessos em linfonodos ou em 6rgéos internos (pulmio,
baco e figado).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos experimentos 1 e 7 (Quadro 1)
com a utilizagdo da vacina da EPABA, constituida pela
massa bacteriana inativada em formol junto com o meio de
cultura e fosfato de aluminio, nao mostraram diferencas
significativas daqueles obtidos com o uso da massa bacte-
riana sem o meio de cultura (experimento 4) ou sem o
fosfato de aluminio (experimento 5). Da mesma forma, a
utilizacdo de um preparado com maior concentragdo do
antigeno (experimento 3) também nao interferiu sobre a
resposta apresentada. O mesmo ocorreu quando se utili-
zou o BCG como estimulante de uma resposta macrofagi-
ca inespecifica. Tais concluses entretanto se limitam a
situagdo especifica da agressdo apds 120 dias da dltima
inoculagio. No que se refere aos experimentos 7 a 10, os

Quadro 2. Caracterizagdo dos grupos de caprinos utilizados na experimentagdo a campo e resultados da imunoprotegdo

. Vacinagio (dias) Desafio Resultados
Experi- N2de Vacina (perfodo)a (fndice de
mento animais 0 15 30 60 100 protegio, %
11 10 + + Vacina (EPABA) 30 70
12 10 + + Vacina (EPABA) 60 70
13 10 + + Vacina (EPABA) 90 50
14 10 + C.  pseudotuberculosis 90 40
lavada e ressuspensa em
salina 0,65% V/V +
fosfato de alumfnio
15 10 + C.  pseudotuberculosis 90 40
¢/ meio de cultura 0,65%
VIV, sem adjuvantes
16 10 + C.  pseudotuberculosis 30 70
c/ meio de cultura 0,65%
V/V + Adjuvante Com-
pleto de Freund
17 10 + + C.  pseudotuberculosis 30 70
c/meio de cultura 0,65%
V/V + Adjuvante Com-
pleto de Freund
18 10 + Parede bacteriana + 30 70
Fosfato de Alumfnio
19 10 + Sobrenadante 300 g + 30 80
Fosfato de Alumfnio
20 10 + Extrato obtido com SDS 30 60
+ Fosfato de Alumfnio
21 10 + Extrato obtido com DOC 30 70
+ Fosfato de Alumfnio
22 10 + Fosfato de Alumfnio 90 30
23 10 Controle, sem trata- 190b 20
mento

2 Dias apds a ltima vacinag3o.
b Dias apés o infcio do experimento.
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resultados mostram que os percentuais de imunoprotegao
estdo abaixo de 50% em todos os animais desafiados apds
oito meses da ultima inoculacdo. O experimento 8 que re-
cebeu como antigeno a parede bacteriana e o experimento
controle (experimento 10) apresentam exatamente 0 mes-
mo percentual de infecgdo, ou seja, 77,7%. Os experi-
mentos 11 a 23 demonstram que a agressao sendo feita
entre 30 e 60 dias apés a idltima inoculacdo, resulta em
menor incidéncia de doenga, em decorréncia, possivel-
mente, de uma estimulagdo inespecifica do sistema mo-
nonuclear fagocitario. Isto é particularmente vélido para
os ensaios realizados com a vacina da EPABA (experi-
mentos 1, 7, 11, 12, 13), onde ocorreram percentuais de
imunoprotegdo superiores a 70%. Apds 90 dias os indices
cairam para 50% ou menos no terceiro, quarto ou oitavo
més. Esta vacina é entretanto, capaz de induzir uma res-
posta anticorpica especifica contra C. pseudotuberculosis
com titulos altos e duradouros (Pinheiro et al. 1988). Este
fato estd de acordo com o observado por alguns autores,
em camundongos e ovinos onde, apesar de anticorpos se-
rem produzidos sob determinadas condigées em grande
quantidade, ndo sdo entretanto capazes de induzir imuno-
protecdo (Cameron & Buchan 1966, Cameron et al.,
1972, Nairn 1982, Garg & Chandiramani 1985). Os re-
sultados obtidos com as preparagbes antigénicas semipn-
rificadas (precipitados, sobrenadantes, extratos consegui-
dos com SDS e DOC), sdo preliminares € nao permitem
ainda discussio. Entretanto, estes procedimentos parecem
ser uma importante alternativa na busca de componentes
capazes de desenvolverem, nos caprinos, uma imunopro-
tegao eficaz contra Corynebacterium pseudotuberculosis.
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