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Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria Gram-positiva é o agente causal da
LC (Linfadenite Caseosa), uma doenca crénica de ovelhas, cabras e outros animais de
sangue quente. A prevaléncia atual da LC em pequenos ruminantes esta subestimada e
em Portugal ndo existem dados, nem de prevaléncia, nem do impacto desta afecdo na
producdo de pequenos ruminantes. A LC é uma doenca de distribuicdo mundial e o seu
impacto econdmico na producdo de ovinos e caprinos é uma preocupacao atual dos
ministérios de agricultura de paises desenvolvidos. Tal como a LC, outras doengas
causadas por microrganismos piogénicos apresentam uma prevaléncia elevada por
todo o mundo, em ovinos e caprinos, sendo que algumas destas afe¢Ges sdo zoonoses
sob o controlo das autoridades europeias de saude publica. O presente trabalho é um
estudo preliminar da prevaléncia da LC, realizado em 55 efetivos de pequenos
ruminantes, com a identificacdo de Corynebacterium pseudotuberculosis em lesdes
piogénicas de ovelhas e cabras, recolhidas em matadouro e em exploracdes, na regido
do Alto-Alentejo, Portugal. A prevaléncia da LC foi determinada pela técnica de PCR
Classico (Polymerase Chain Reaction) em amostras patolégicas de pus e orgdos
afetados, recolhidas de ovelhas e cabras demonstrando lesdes viscerais ou externas.
Um total de 55 amostras de lesdes piogénicas (uma amostra por exploracdo) foram
processadas pela técnica de PCR Classico. Os resultados demonstram uma prevaléncia
de 18% para a LC. Este estudo permitiu concluir que a LC é uma doenca prevalente em
rebanhos de ovelhas e cabras em Portugal, sendo importante direcionar a atencao das
entidades oficiais e centros de investigacdo nacionais para o estudo do seu impacto

econdmico, formas de controlo e erradicacao.



Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis, a Gram-positive bacterium is the etiological
agent of caseous lymphadenitis (CL), a chronic disease of sheep, goats and other
warm-blooded animals. The actual prevalence of CL in small ruminants is
underestimated and there are no data in Portugal, neither on the prevalence, nor on
the economic impact of this disease. CL is a worldwide disseminated disease and its
economic impact in sheep and goats flocks is a present concern of official development
agriculture departments in developed countries. Like CL, other diseases caused by
pyogenic microorganisms are prevalent in sheep and goats worldwide and some of
those are zoonotic problems under the control of European public health authorities.
The present work is a preliminary study on the prevalence of CL, conducted in 55 herds
of small ruminant, with the identification of Corynebacterium pseudotuberculosis on
pyogenic lesions in sheep and goats, collected in slaughterhouses and in production
units in the region of Alto-Alentejo, Portugal. The prevalence of CL was determined by
classic PCR (Polymerase Chain Reaction) in pathological samples of pus and affected
organs collected from sheep and goats showing external or visceral lesions. A total of
55 pyogenic lesions (one sample per herd) were processed by the Classic PCR technic.
The results demonstrate a prevalence of 18% for CL. In conclusion, this study shows a
high prevalence of CL in Portuguese sheep and goat flocks and it is important to direct
attention of national government and research centers to the study of its real

economic impact, control and eradication measures.
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INTRODUCAO

A LC ou Pseudotuberculose é uma doenca piogénica e contagiosa, reportada pela
primeira vez por Preisz e Guinard em 1891 e Nocard em 1896 (Baird & Fontaine,
2007). Em Portugal a doenca foi descrita pela primeira vez em 1968 pelo Professor
Jacinto Ferreira e o mesmo autor fala do tratamento cirdrgico da Linfadenite em
cavalos, em 1957 (Ferreira, 1968). A presenca da Linfadenite é reconhecida ha mais
de cem anos e ja foi reportada em ovelhas infetadas na Austrdlia, Nova Zelandia,
Africa do Sul, Médio Oriente, América do Norte e América do Sul, Inglaterra, e na
maioria dos paises do norte e sul da Europa.

E uma doenca crénica e insidiosa que afeta principalmente pequenos ruminantes e
é causada por Corynebacterium pseudotuberculosis  (Actinomycetales:
Corynebacteriaceae), uma bactéria do grupo dos actinomicetos, bastonetes Gram-
positivos. Este microrganismo é muito resistente no meio exterior, o que parece
atribuir-se a existéncia de um componente lipidico na sua membrana, muito
resistente a dessecacdo (Brown et al., 1987).

A bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, para além de afetar pequenos
ruminantes, também é ocasionalmente encontrada em bovinos, cavalos, bufalos e
no Homem.

A doenca foi reportada no cervo de cauda branca, com isolamento do C.
pseudotuberculosis (Stauber et al., 1973). Outros ruminantes, como os antilopes
também podem ser infetados por este agente (Clark et al., 1972). Em paises onde
exista a possibilidade de coabitacdo destes animais de espécies silvestres e
ruminantes domésticos, como Portugal e Espanha, prevé-se que haja transmissao
do agente etioldgico entre ambos, o que dificulta o controlo da LC nestes paises.

A autora descreveu (Costa, 2014) o isolamento do C. pseudotuberculosis em
bovinos, em coinfeccdo com outros agentes bacterianos primarios (Escherichia coli
e Arcanobacterium pyogenes — nomenclatura atual: Trueperella pyogenes). Sendo

considerado um oportunista, ao estar presente em lesdes viscerais (principalmente




no pulmao), sob a forma de piogranulomas, favorece a viruléncia dos agentes
bacterianos primdrios e 0 aumento da resisténcia antibidtica.

Apesar de C. pseudotuberculosis ser considerado o agente etioldgico da LC em
pequenos ruminantes, tais como cabras e ovelhas, este agente patogénico esta
associado a casos de linfadenite em cavalos e a linfangite ulcerativa em bovinos
(Baird & Fontaine, 2007).

A infecdo por Corynebacterium pseudotuberculosis em equinos encontra-se
disseminada mundialmente (Guedes et al., 2015), podendo levar a diferentes
quadros clinicos. Estes sdao frequentemente pouco especificos e podem ser
confundidos com outras patologias. O diagndstico diferencial deve ser feito em
caso de suspeita de mormo, dermatofitose, celulite estafilocdcica, infecdes por
Streptococcus, Actinomycetes, Corynebacterium pyogenes e Rhodococcus equi
(Yeruham et al. 1996, Motta et al., 2010 citados por Guedes et al., 2015). A doenca
nos equinos tem também um cardcter crénico e contagioso, com uma forma
cldssica conhecida por Linfangite ulcerativa ou abcesso do peito, ou ainda como
febre de pombo (“Pigeon fever”). Esta é a forma mais grave, por estar associado a
um comprometimento sistémico. A taxa de mortalidade nos animais que nao
recebem tratamento é de 100% (Aleman et al., 1996 citado por Guedes et al.,
2015). A LC nos equinos pode também ser assintomatica ou manifestar-se sob uma
forma simples, com abcessos externos.

Os sinais clinicos da Pseudotuberculose em pequenos ruminantes incluem o
aumento dos linfonodos superficiais, tais como os linfonodos submandibular, pré-
escapular, pré-femural, supra-mamario e popliteo, ou dos érgaos internos, como
os pulmaoes.

A doenga caracteriza-se por supuragdo e inflamagdo necrozante de um ou mais
linfonodos e os animais apresentam lesdes de natureza necrético-purulenta, com
multiplas localizagGes organicas, lesGes que normalmente adquirem natureza
caseosa. Estudos baseados no exame clinico e caracteristicas clinicas da doenca
demonstram que os ganglios mandibular (Fig. 1) e pré-escapular sdo, dos
linfonodos superficiais, os mais frequentemente afetados, facto que pode estar
relacionado com a via de entrada de bactérias, bem como com o tipo de pastoreio,

a pratica da tatuagem e identificacdo dos animais (cabeca, normalmente nas



orelhas), a pratica de vacinagdo e aplicagdo injetdvel de farmacos na zona pré-

escapular e a tosquia.

Figura 1: Abcesso superficial localizado no linfonodo mandibular que, apds drenagem,
deixa sair um pus espesso e de odor fétido (ovino macho de uma exploragdo de aptiddo
carne na regidao em estudo, 2014) (Fonte: original).

Os abcessos podem desenvolver-se também em drgaos internos, como o pulmao
(Fig. 2), os rins, o figado e o baco, reconhecendo-se cada vez mais, o envolvimento

de nddulos internos na chamada forma visceral ou caquetizante (Fig. 3) da LC.

Figura 2: Microabcessos no pulm&o e pneumonia exsudativa/purulenta em caprino por C.
pseudotuberculosis (caso clinico 2009 — Portugal) (Fonte: Costa, 2014).
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(b)

Figura 3: (a) e (b) Forma clinica caquetizante (visceral) (caso clinico 2009 — Portugal)
(Fonte: Costa, 2014).

Num estudo recentemente desenvolvido em 13 exploragdes de cabras na provincia
de Quebeque, Canada, com o objetivo de determinar as principais causas de
mortalidade, com especial enfoque na LC como causa de morte ou refugo (Debien,
et al., 2013), verificou-se a presenca de abcessos internos em 54,1% dos casos.

A autora reportou uma forma sistémica em caprinos com elevada taxa de
mortalidade no ano de 2009 (Costa, 2014) e, no ano 2015, identificou uma forma
visceral-mamitica em ovinos leiteiros, com a presenca de abcessos causados por C.
pseudotuberculosis e agaldxia num elevado nimero de animais em producdo (Fig.
4). A mastite por Corynebacterium caracteriza-se pela formacdo de nddulos e
abcessos a superficie da mama. Estes abcessos espessos, ao romperem, deixam
fluir um pus espesso, de coloracdo esverdeada e cheiro nauseabundo. A condicdo

geral do animal nao fica normalmente comprometida (Ermini & Antenucci, 2014).
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(a) (b)

Figura 4: Imagem (de necrépsia) recolhida em surto de mamites por C. pseudotuberculosis
diagnosticado em 2015 num efetivo ovino de exploragdo leiteira, na regido em estudo. (a):
Nddulos evidentes e palpaveis a superficie do Ubere. (b): Ao corte saida de pus espesso e
de coloragdo amarelo-esverdeada. (Fonte: original).

A patogenicidade das estirpes de C. pseudotuberculosis estd relacionada com a
secrecdo de fatores toxigenos, da Fosfolipase D (PLD — phospholipase D) e com o
conteudo lipidico das suas paredes celulares.

O contagio da doenca pode ocorrer por contacto direto (entrada através de solugbes
de continuidade na pele e mucosas) ou por inalacdo. C. pseudotuberculosis pode
penetrar a pele através de abrasGes (Barba et al., 2015).

Apesar de o contdgio poder ocorrer por diferentes vias, os animais com lesdes
pulmonares sdo a principal fonte de infecdo (Gédmez-Gascdn et al., 2013). No entanto,
os animais com abcessos superficiais representam outra importante fonte de contagio,
uma vez que destas lesdes se liberta uma grande quantidade de bactérias viaveis (10°
e 5x10’ células/g) para a pele e para a |3, que podem contaminar o meio externo e
infetar outros animais (Baird & Fontaine, 2007). Os mesmos autores descrevem que,
mesmo sendo C. pseudotuberculosis uma bactéria Gram positiva ndo formadora de
esporos, e com comportamento de agente intracelular facultativo, a sua capacidade de
sobreviver por longos periodos no meio ambiente é uma das suas caracteristicas
chave, contribuindo para a elevada taxa de transmissdo da LC dentro de um rebanho.
A LC é normalmente introduzida num rebanho através de um portador assintomatico
proveniente de uma exploracado infetada.

Uma investigacao sobre os fatores de risco para a LC, realizada na Australia (Paton,
2010), demonstrou que as principais fontes de transmissdo da doenca sdo os animais

com abcessos pulmonares e animais com lesGes na pele (apds a tosquia por exemplo)
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e expostos a banhos, e ndo os ambientes contaminados pela bactéria C.
pseudotuberculosis. InUmeros estudos realizados mundialmente sobre o controlo da LC
sdo unanimes na importancia da detecdo de animais portadores assintomaticos, fonte

de infec¢do para o rebanho.

O modo de transmissdo de Corynebacterium pseudotuberculosis em cavalos
permanece desconhecido, admitindo-se que possa ocorrer através do contacto direto
cavalo-cavalo, contacto com o agente patogénico em solos infetados e através de
insetos vetores. Um estudo recente (Barba et al.,, 2015) concluiu que a mosca
doméstica (Musca domestica) pode servir de vetor de C. pseudotuberculosis e

transmitir a bactéria a poneis.

As perdas econdmicas imputadas a LC derivam do aumento das horas de trabalho na
inspecao de carcacas afetadas, refugo e rejeicao de carcacas, limpeza e desinfecdo de
material e equipamento infetado (material de tosquia, identificacdo animal,...),
diminuicdo da producdo de leite, diminuicdo da producdo de |3, morte dos animais
afetados pela forma sistémica, infertilidade e diminui¢ao do desempenho reprodutivo
resultante do sindrome da “ovelha fraca” (Stanford et al.,, 1998; Baird, & Fontaine,

2007; Al-Gaabary et al., 2010).

Juntamente com a importancia econdmica, a pseudotuberculose tem interesse do
ponto de vista sanitario ao ser considerada uma zoonose menor e profissional, na
medida em que afeta individuos em contacto estreito com estes animais, nos quais o

contdgio se da através de pequenas feridas (Gomez-Gascoén et al., 2013).

As infeccGes em humanos, particularmente aqueles que convivem com animais de
producdo (agricultores, trabalhadores de matadouro, médicos veterinarios,
tosquiadores, etc.) sdo reportadas com frequéncia na Austrdlia. A linfadenite axilar
predomina nestes casos, presumivelmente porque as maos e o0s bragos sdo
frequentemente o local de infeccao primaria (Peel et al.,, 1996), entrando o agente
através de lesdes na pele. C. pseudotuberculosis encontrou-se no leite, logo, a ingestao
de leite ndo pasteurizado proveniente de animais infectados com LC pode ser uma

fonte de infeccdo para os humanos (Cetinkaya et al., 2002).
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A maioria dos programas de controlo de LC implementados em vdrios pontos do globo,
muitos baseados na eliminacdo de animais doentes e/ou infetados, tém-se revelado
infrutiferos, com a recorréncia de casos, se um Unico animal escapa ao diagndstico.
Consequentemente, o diagndstico da LC continua a ser largamente investigado pelo

mundo.

Uma vez instalada, a doenca é de dificil erradicacdo pois a terapéutica ndo é efetiva. O
agente etioldgico é sensivel, in vitro, a alguns antibidticos mas, in vivo, esta eficécia
diminui largamente, possivelmente devido a dificuldade de penetragao dos farmacos
na capsula que envolve o processo piogranulomatoso tipico da LC. Qutro fator que
impede a instituicdo de programas eficazes de erradicacdo é a dificludade de detetar
animais infetados num rebanho, os principais responsaveis pela disseminacdo da

doenga.

Ndo existe nenhum teste de diagndstico capaz de identificar todos os casos, nem
diferentes fases ou formas da doenca (Oreiby, 2015). O diagndstico serolégico baseado
nas provas de ELISA (Enzyme-lynked Immunosorbent Assay) tem vindo a ser melhorado
e validado para a identificagdo dos animais portadores assintomaticos, mas o
diagnodstico definitivo da LC continua a ser realizado com base no isolamento e
identificacdo do agente etioldgico, através de provas bioquimicas, cultura
bacterioldgica ou, mais recentemente recorrendo a provas de diagndstico molecular
como a PCR.

A PCR é uma técnica robusta, comummente utilizada na detecdo direta de
microrganismos numa grande variedade de amostras clinicas e post-mortem. No
entanto, a eficacia da PCR na detecdo direta de C. pseudotuberculosis em amostras de

pus foi muito pouco avaliada até a data.

Com o presente estudo pretendeu-se contribuir para o conhecimento da
epidemiologia da LC na regido do Alto-Alentejo, Portugal, uma regido da Peninsula
Ibérica com importante producdo pecuaria de ovinos e caprinos. O trabalho teve como
objetivos especificos estimar a prevaléncia da LC em rebanhos de pequenos
ruminantes no Alto-Alentejo, e, em simultaneo otimizar uma técnica de diagndstico

molecular desta afecdo, a técnica de PCR classico.
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Nesta regido foram aleatoriamente selecionadas 55 exploragbes de pequenos
ruminantes, incluindo efetivos de ovinos e caprinos. O acompanhamento e a recolha
de amostras in vivo foi realizado no local da unidade de produgdo, em animais com
lesdes superficiais e as amostras post-mortem foram obtidas num matadouro regional

— Matadouro Regional de Sousel, no periodo compreendido entre 2012 e 2013.
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CAPITULO 1: Perspetiva Nacional

1.1.

Linfadenite Caseosa em Portugal e no Alentejo

Ndo existem estudos de prevaléncia nem dados sobre a importancia econédmica da
infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis nos pequenos ruminantes, a
nivel nacional ou regional. No entanto a forma clinica da doenca, sob a forma de
abcessos subcutdneos, é reconhecida na maioria dos efetivos, tanto pelos
produtores como por médicos veterinarios. O Unico trabalho publicado até a data
diz respeito a um estudo preliminar desenvolvido no distrito de Lisboa, Portugal,
em 4 exploracdes de ovelhas e cabras (Boinas, Mendes & Pateira, 2000). Neste
estudo, a analise do pus colhido em 18 abcessos localizados nos linfonodos
submaxilar, retrofaringeo lateral, pré-escapular, supra-mamadrio e popliteo de 11
ovelhas e 3 cabras, permitiu identificar Corynebacterium pseudotuberculosis em 5
amostras de ovelhas e 2 amostras de cabras (resultando numa prevaléncia de LC
de 45,5% em ovinos e 66,7% em caprinos).

O referido trabalho foi desenvolvido num numero reduzido de animais e incidiu
apenas na pesquisa do agente em lesdes externas. O principal problema deriva da
infeccdo subclinica e das manifestacbes sistémicas da doenga, menos
frequentemente detetadas, mas que sao as principais responsaveis pelas quebras
de rentabilidade associadas a LC. A dispersao da doenga, que acontece num efetivo
e entre efetivos sempre que existam animais portadores assintomaticos em
circulacdo, agrava os efeitos econdmicos da LC. Empiricamente, conclui-se que, nos
efetivos ovinos ou caprinos, quando 1 animal apresenta abcessos superficiais,
existem pelo menos 6 animais com abcessos internos. A presenga de abcessos nos
linfonodos superficiais é altamente sugestiva da presenca de LC num rebanho,
particularmente se muitos animais do grupo estiverem afetados de forma similar
(Al-Gaabary et al., 2010). Apesar de a presenca da doenca nos efetivos nacionais de
pequenos ruminantes ser unanimemente reconhecida por médicos veterinarios e

produtores, sendo muitas vezes descrita no Alentejo como a “doenca dos quistos”,
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desconhece-se totalmente a sua prevaléncia real, de casos clinicos e subclinicos,
bem como a sua importancia econdmica.

Num estudo desenvolvido em Portugal sobre a mortalidade perinatal em pequenos
ruminantes na regido de Trds-os-Montes (Mendonga, 2012), verificou-se que
Corynebacterium spp. faz parte dos agentes isolados em lesGes pulmonares de
recém-nascidos (a par dos géneros e espécies Pasteurella spp., Actinomyces
pyogenes, Staphylococcus spp., Streptococcus bovis e Clostridium perfrigens). No
entanto, neste estudo nado foi identificada a espécie de Corynebacterium envolvida.
De referir que nestes resultados a maioria das lesGes pulmonares diagnosticadas
post-mortem nao permitiram o isolamento de agentes bacterianos. No mesmo
trabalho, o género Corynebacterium spp. também foi isolado em abortos e nados
mortos.

Na sequéncia do presente estudo e na permanente busca de casos de campo de
LC, a autora identificou, ja no inicio de 2016, o agente C. pseudotuberculosis em
amostras recolhidas no decorrer de um exame post-mortem realizado num animal
de uma exploracao de ovinos de aptiddo carne, na regidao em estudo. O motivo do
exame foi a morte por causa desconhecida de um animal que aparentemente se
encontrava saudavel. Na necrépsia foram observadas lesGes de LC visceral grave,
com a presenca de um abcesso num linfonodo mesentérico (Fig. 5a), pneumonia
exsudativa (Fig. 5b, 5c e 5d) e abcesso pulmonar (Fig. 5e). C. pseudotuberculosis foi
identificado nas lesdes pulmonares e no nddulo mesentérico abcedado pela
técnica de PCR cldssico. No decurso do diagndstico bacterioldgico, foi possivel
isolar e identificar os agentes Staphylococcus aureus nas lesGes pulmonares e
hepaticas e Leclercia adecarboxylata no nddulo mesentérico. Este Ultimo agente,
anteriormente designado por Escherichia adecarboxylata, estd associado a
situacdes patogénicas em humanos e animais, mas, até ao presente,

desconheciam-se casos clinicos em ovinos.
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(e)

Figura 5: Lesdes post-mortem num ovino com identificacdo de C. pseudotuberculosis: (a)
Abcesso bem encapsulado num linfonodo mesentérico; (b) Pneumonia exsudativa; (c)
Microabcessos pulmonares; (d) Corte do parénquima pulmonar com saida de material
purulento espesso; (e) Abcesso pulmonar encapsulado. (Caso clinico numa exploragdo da
regidao em estudo — fevereiro 2016). (Fonte: original).

N3o obstante o aparente interesse e consciéncia atual sobre a importancia da LC
na produgdao nacional de pequenos ruminantes, os trabalhos ou estudos
desenvolvidos com o intuito de aprofundar o conhecimento cientifico e
epidemioldgico sobre esta doencga sdo diminutos.

Relativamente a certificagdo dos efetivos para fins de exportagdo para paises
terceiros, a LC estd incluida na lista de doencas a controlar. Varios paises de
destino, entre eles, Israel, Irdo, Tunisia e Ardbia Saudita, exigem que os pequenos
ruminantes enviados de Portugal estejam livres de uma série de doencas

infecciosas, entre as quais a LC. Uma fonte da DGAV (Dr2 Rita Amador — DGAV — IV
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Jornadas Técnico-Veterinarias do Campo Branco, 20 e 21 novembro 2015)
consultada sobre as perspetivas de negociacdo com paises terceiros, informou que,
entre as condicdes sanitdrias para exportacao de borregos, figura a exigéncia de
certificacao das exploragdes de origem como livres de LC, no caso de venda para
reproducdo e a ndo evidéncia clinica de LC nos ultimos 3 anos, para venda de
borregos para abate, para Israel. Apesar do enorme interesse de alguns paises
terceiros na carne de borrego portuguesa (valorizada acima de 5 euros por
quilograma nos animais com 60kg de peso vivo), o presente incumprimento destas
condicOes sanitdrias inviabiliza os produtores nacionais de pequenos ruminantes
de exportar a sua produgao.

O desconhecimento do nivel sanitario dos efetivos de ruminantes é um problema
antigo em Portugal, derivado do facto dos planos de controlo e erradicacao
implantados apenas cobrirem as doencas de controlo oficial ! n3o sendo possivel a
obtencdo de dados ou registos de outras doencas infeto-contagiosas com
importancia sanitaria e econdmica relevantes, como a Pseudotuberculose, a
Paratuberculose, a Clamidiose e a Leptospirose.

A par com este estudo, a autora estd a desenvolver uma avaliagdo a maior escala
da prevaléncia da LC no Alto-Alentejo através de técnicas seroldgicas (ELISA)
realizadas num total de 800 amostras, com o qual se pretende analisar a

prevaléncia e a distribuicdo da LC nesta regido.

v Pequenos ruminantes: Programa de Erradicagdo de Brucelose Ovina e
Caprina e Plano de Vigilancia, Controlo e Erradicacdo das Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (EET’s).

- Bovinos: Programa de Erradicacdo de Brucelose Bovina, Tuberculose Bovina
e Leucose Enzodtica dos Bovinos e o Plano de Vigilancia, Controlo e
Erradicacdo das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET’s).
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1.2.

Producdo de pequenos ruminantes em Portugal e no Alentejo

Portugal continental tem um total de 2 milhdes de ovinos e 380 mil caprinos,
enquanto nas ilhas o nimero de ovinos é de 3 mil na Madeira e 4 mil nos Agores
(PORTUGAL - INE, 2014).

Dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) de 2013
colocam Portugal nos 10 paises com maior producdo de carne de ovino, entre os
28 da Uniao Europeia, sendo o Reino Unido o maior produtor, seguido da Espanha
e da Franca (Fig. 6). De referir que, em 2013 a producao total (toneladas de carne)
foi muito inferior a de anos anteriores, em que Portugal produzia o dobro. Nestes
registos constata-se também uma reducgdo global na produgdo de carne de ovino

nos ultimos 10 anos, nomeadamente em Portugal e em Espanha (Fig.7).
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Figura 6: Grafico representativo da producdo de carne de ovino (em Toneladas) nos
principais paises produtores de pequenos ruminantes da Unido Europeia (FAOStat, 2013).
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Figura 7: Grafico representativo da redugdo na produgdo de carne de ovino (em Toneladas)
nos ultimos 10 anos de registo existente, em Portugal e Espanha (FAOStat, 2013).

O Alentejo é a regido do pais com maior nimero de caprinos e de ovinos, contando
com um total aproximado de 97 000 cabras e mais de 1 milhdo de ovelhas (metade
do efetivo nacional ovino e um quarto do efetivo nacional caprino estd no
Alentejo) (Fig. 8 e 9, respetivamente). Nesta regidao de Portugal, 80% dos ovinos
sdo de aptiddo carne e 20% sdo de aptidao leiteira (PORTUGAL - INE, 2014).

A producdo de pequenos ruminantes de aptiddao leiteira e de carne no Alto-
Alentejo, representa uma fatia importante da producdo pecuaria da regido e do
pais, com um total de 250 000 ovinos e 25 000 caprinos (PORTUGAL - INE, 2009)

(Fig. 10 e 11, respetivamente). A regido em estudo detém assim 1/8 dos ovinos do

pais e % dos ovinos de todo o Alentejo.
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Efetivo caprino (N.°) por Localizagdo geografica (Regido agraria) e
Categoria (efetivo caprino); Anual
[Categoria (efetivo caprino): Total]
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» Entre Douro € Minho Tras-os-Montes = Beira Litorsl » Beira Interior

m Ribatejo = Oeste u Alentejo m Algarve = Acores » Madeirs

Figura 8: Grafico representativo do numero total de caprinos em 2014 nas principais regides
agricolas do pais (Fonte: INE).

Efetivo ovino (N.°) por Localizagdo geografica (Regido agraria) e
Categoria (efetivo ovino); Anual
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Figura 9: Gréfico representativo do numero total de ovinos em 2014 nas principais regides
agricolas do pais (Fonte: INE).



Cabegas normais (ovinos - N.°) por Localizagao geografica (NUTS -
2002) e Classes de cabegas normais; Decenal
[Classes de cabegas normais: Total]
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Figura 10: Grafico representativo do nimero de ovinos no ano de 2009, nas cinco sub-
regides do Alentejo (Fonte: INE).

Cabegas normais (caprinos - N.°) por Localizagdo geografica (NUTS -
2001) e Classes de cabegas normais; Decenal
[Classes de cabegas normais: Total]
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Figura 11: Grafico representativo do nimero de caprinos no ano 2009, nas 5 sub-regides
do Alentejo (Fonte: INE).
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7

A regido do Alentejo é a principal produtora de leite de cabra e a segunda maior
produtora de leite de ovelha do pais (Fig. 12 e 13, respetivamente) (PORTUGAL - INE,
2014).

Leite recolhido (t) por Local de origem (NUTS - 2013) e Tipo de leite
(Recolhido); Anual

[Tipo de leite (Recolhido): Leite de cabra]
8 000

€400 "

4 800

2011 2013

Periodo de referéncia dos dados

Norte entrc u Ares Metropolitana de Lisbos » Alentejo

m Algarve

Figura 12: Grafico representativo da producdo de leite de cabra em 5 regibes agricolas do
pais entre 2010 e 2014 (Fonte: INE).

Leite recolhido (t) por Local de origem (NUTS - 2013) e Tipo de leite
(Recolhido); Anual

[Tipo de leite (Recolhido): Leite de ovelha]
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Figura 13: Grafico representativo da producdo de leite de ovelha em 5 regides agricolas do

pais, entre 2010 e 2014 (Fonte: INE).



A producdo de carne, nomeadamente de carne de borrego certificada (Borrego do

Nordeste Alentejano IG-Indicacdo Geograéfica), na regido em estudo, contribui com

um total de 128 ton. para a produgao nacional anual, sendo a 22 maior regiao

certificada na produgdo desta carne (Fig. 14).

& Sede de distrito
+ Qutras localidades
[ Limite de distrite
Borrego Serra da Estrela
Borrego Termincho
EBorrego de Montemor-o-Novo
I Sorrego do Baixo Alentajo
P Sorrego da Beira
Cordeira Braganganc

Borrego do Nordeste Alentejano

] sdonlemaor-0-Mowv
‘@ Evora

Cordeiro Bragancano (DOP)

Borrego Serra da Estrela (DOP)

(sem expressdo)

Borrego do Nordeste

Alentejano (1G) (128 ton.)

Borrego de Montemor-o-Novo (IGP)

(143,4 ton.)

Borrego do Baixo Alentejo (IGP)

(5,3 ton.)

Figura 14: Mapa de Portugal representativo da produg¢do anual de carne de borrego
certificada (Fonte: DGADR, 2000 - produtos com denominagdo de origem protegida —

carne de borrego).
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No que refere a producdo de queijo de leite de ovelha, o Alto-Alentejo é a regido com
maior producdo de queijo certificado do pais, com o queijo de Nisa DOP (Denominagao

de Origem Protegida) a contabilizar uma producdo anual de 120,3 ton. (Fig. 15).
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Figura 15: Mapa de Portugal representativo da produgdo anual de queijo certificado (Fonte:
DGADR, 2000 - produtos com denominac¢do de origem protegida — queijo de leite de ovelha).




Considerando a dimensdao da agropecuaria nacional, a regido onde este estudo
incidiu (Alto-Alentejo) apresenta-se como uma das principais regides de produgao
de pequenos ruminantes, sendo a principal produtora de queijo de leite de ovelha
e a segunda maior produtora de carne de borrego. Dada a relevancia
internacionalmente reconhecida da LC nas quebras de producdo de leite, carne e I3
nos efetivos de pequenos ruminantes infetados, é premente analisar o impacto

desta afecdo nos efetivos de pequenos ruminantes nesta regido.
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1.3.

Objetivos do Estudo

Os principais objetivos do estudo foram (1) analisar a expansdo e o aumento da
incidéncia desta doenca devastadora ao longo do tempo, sendo importante
reconhecer este facto e explorar a sua prevaléncia atual, fatores de risco e
importancia econémica em paises como Portugal e Espanha, onde a producdo de
ovinos e caprinos entra como uma fatia importante da sua economia, (2) identificar
pela técnica de PCR classico, o principal agente etiolégico desta doenca piogénica
dos pequenos ruminantes e apresentar dados de prevaléncia da LC, na regido em
estudo, (3) otimizar a técnica de PCR Classico para a identificacdo de
Corynebacterium pseudotuberculosis em lesGes com forte componente piogénica e
de cardcter crénico e (4) contribuir para o conhecimento cientifico sobre o
diagndstico e controlo da LC, promovendo a sensibilizacdo de produtores, médicos-
veterindrios e restantes responsdveis sanitdrios para a importancia desta grave

afecao.
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1.4. Metodologia

1.4.1. Animais e amostras

Os animais em estudo, ovinos e caprinos, sao provenientes de exploragdes
localizadas na regido do Alto-Alentejo — Portugal, distrito de Portalegre com
diferentes tipos de produgdo: intensivo, semi-extensivo e, maioritariamente
extensivo. O matadouro regional de Sousel, local onde se recolheram as
amostras post-mortem, é responsdvel pelo abate da maior parte dos pequenos
ruminantes desta regido.

As amostras patoldgicas de pus e lesdes piogranulomatosas foram obtidas de
lesdes viscerais ou de drgdos internos com alteracdes macroscopicas sugestivas
de processo piogénico, bem como de lesdes superficiais caracteristicas de LC.
As amostras foram identificadas com a exploracdo de proveniéncia, espécie
animal e o 6rgdo/zona afetada, e foram conservadas por congelacdo a -89c.

No total foram recolhidas e conservadas 55 amostras patoldgicas, uma amostra
por exploracdo. Das 55 exploragdes com identificacdo de lesdes caracteristicas
de LC no animal vivo e post-mortem, apenas 4 eram exploragdes de caprinos e
as restantes 51 correspondiam a explorac¢des de ovinos.

Para preparar as amostras para processamento pela técnica de PCR Classico,
seccionou-se um fragmento de 25 a 30 mg na parte da lesdo mais caracteristica
da doenga, com auxilio de uma lamina de bisturi. Os fragmentos das lesdes

foram transferidos para tubos tipo eppendorf.

1.4.2. Técnica de PCR Classico

1.4.2.1. Desenho de Primers

O DNA de cada amostra de pus foi testado pela técnica de PCR de acordo com o
método descrito por Pacheco et al. (2007). A técnica de PCR para detecdo de
DNA gendmico de Corynebacterium pseudotuberculosis foi desenhada para dois
genes alvo, o segmento ribossomal 16S (16s rRNA) com 815 Bp (Pares de
bases) e o gene que codifica para a exotoxina Fosfolipase D (PLD) com 132 Bp

(Tabela 1).




Tabela 1: Provas de PCR realizadas para cada uma das amostras patoldgicas

PCRI Detegdo do gene RNA ribossomal 16S (concentragdo DNA normal)

PCRII Detecdo do gene do factor toxigeno Fosfolipase D (PLD)

(concentracdo DNA normal)

PCR Il Detegao do gene RNA ribossomal 16S com DNA diluido 1:10
PCR IV Detecdo do gene do factor toxigeno Fosfolipase D (PLD) com DNA
diluido 1:10

Para o desenho dos primers foi utilizado o software “Primer express” de
desenho de primers onde se encontrou a melhor sequéncia de nucleétidos para
ambos os segmentos 16s e PLD.

A escolha da sequéncia de nucledtidos fez-se em

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/:

Primers Corynebacterium pseudotuberculosis gene RNA ribossomal 16S:

Fw GTCTAATACTGGATAGGACCGCACT (582C)
Rv ATATGTCAAGCCCAGGTAAGGTTC (592C)
Amplicon: 815pb

Seq ref: NR_119175.1

Primers Corynebacterium pseudotuberculosis gene PLD:

Fw GCTCGTAGTGTGTGCTCCATAAAT (582C)
Rv ATCAGCGGTGATTGTCTTCCA (592C)
Amplicon: 132 pb

Seq ref:L16587.1




1.4.2.2. Digestao e Extracao do DNA

Para o procedimento de digestdo e extracdao do DNA foi utilizado o “NZY Tissue
gDNA Isolation kit” da empresa portuguesa “nzytech - gens & enzymes”. Os kits
NZY sdo desenhados para a obtencdo rdpida e simples de DNA gendmico puro a
partir de uma grande variedade de fontes de amostras, incluindo células
animais e tecidos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, caudas de ratos,
leveduras, amostras forenses e amostras clinicas. Este método baseia-se na
utilizacdo de pequenas colunas (spin column silica-based) e ndo requer a
extracdo através de fenol ou cloroférmio. Este kit utiliza tampdes de lise
otimizados contendo Proteinase K e SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) para
libertacdo do DNA das células. Depois de preparar o lisado, o DNA é
seletivamente absorvido pela coluna de tecido NZYSpin e outras impurezas, tais
como, proteinas e sais, sdo removidas no decorrer dos passos de lavagens. O
DNA gendmico eluido apresenta uma razao Aygo/280 entre 1.7 e 1.9 (densidade
Otica) o que o torna pronto para ser utilizado em sequencia¢do, PCR, multiplex-
PCR, genotipagem e uma grande variedade de manipula¢des enzimaticas.
O NZY Tissue gDNA Isolation kit estd otimizado para isolar até 35ug de DNA a
partir de até 25mg de amostras de tecidos ou 10’ células.
Esta fase da técnica de PCR é crucial para a sua sensibilidade, sendo que quanto
maior for o grau de pureza do DNA gendmico das amostras processadas, maior
sera o grau de sensibilidade da técnica. O ponto critico no caso em estudo é
exatamente a extracdo do DNA deste tipo de amostras, com elevado grau de
cronicidade, presenca de material purulento e reduzida presenca de
microrganismos e do seu DNA.

1.4.2.2.1.Condicdes de armazenamento e preparag¢ao dos reagentes
Todos os componentes do kit podem ser armazenados a temperatura ambiente
(20-259C) e sdo estaveis até um ano. Para maior periodo de armazenamento
todos os componentes deverdao ser mantidos a 42C.
Antes da utilizacdo do kit adicionou-se 1,35ml (MB13502/3) de tampado
Proteinase a cada tubo de Proteinase K e agitou-se no voértex (Vortex stirrer-

Fisher brand 3000rpm). A solucdo de Proteinase K é estavel a -202C até 6




meses. Adicionou-se posteriormente 28ml (MB13502) ou 112ml (MB13503) de

etanol de biologia molecular a 100%, a cada boido de tampdao NW2. Os

tampdes NL e NW1 contém hidrocloreto de guanidina. Foram utilizadas luvas

na utilizagao deste kit.

1.4.2.2.2.Pré-lise das amostras
A cada uma das amostra adicionou-se 180ul da solugao tampao NT1 e 25ul
da solugdo preparada de Proteinase K, seguido de agitacao vigorosa no
vortex. De seguida, procedeu-se a incubacdo das amostras a 562C em
banho seco (Drybath modelo FB15101), durante 1 a 3 horas, agitando
ocasionalmente no vértex ao longo da incubagado.
O processo de digestdo das amostras foi observado a olho nu, avaliando a
cor e homogeneidade do preparado de digestdo, a inexisténcia de grumos
ou porgdes de tecido.
Algumas amostras de dificil digestdo foram mantidas em incubacgdo durante
a noite.
1.4.2.2.3.Lise das amostras

Para a lise das amostras, adicionaram-se 200ul de tampao NL (agitado antes
de usar), seguido de agitacdo no vértex, durante 10 segundos. Nos casos
em que permaneceram particulas visiveis em suspensdo, as amostras foram
centrifugadas a 4500rpm durante 1 minuto (Mini-centrifuga Fisherbrand
modelo Guoto) e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
microcentrifuga.

1.4.2.2.4.Adicao do etanol
A cada tubo de amostra lisada, foram adicionados 210ul de etanol a 100%.
Os tubos foram agitados imediatamente no vortex para obter uma solugdo
homogénea.

1.4.2.2.5.Ligacao do DNA a membrana de silica (DNA binding)

A mistura obtida de cada uma das amostras, no passo anterior, foi
transferida para colunas de tecidos NZYSpin, inseridas num tubo colector

de 2ml. As colunas foram centrifugadas durante 1 minuto a 1200 rpm
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(11.000g), de seguida, descartou-se o volume do tubo colector e voltou a

colocar-se a coluna.

1.4.2.2.6.Lavagem da membrana de silica

Adicionou-se a cada coluna de tecidos 500uL o tampdao NW1 e levou-se a
centrifugar durante 1 minuto a 12000rpm. Descartou-se o volume do tubo
colector e voltou a colocar-se a coluna.

Adicionou-se 600uL do tampao NW2 a cada coluna e centrifugou-se
durante 1 minuto a 12000rpm, descartando o volume do tubo colector e
voltando a colocar a coluna. Numa 22 lavagem utilizaram-se 200uL NW2

centrifugando 2min a 12000rpm.

1.4.2.2.7.Secagem da membrana de silica

Cada coluna de tecidos NZYSpin foi colocada no respetivo tubo colector e

centrifugada durante 2 minutos a 1200rpm. Nesta fase, o DNA da amostra

encontra-se ja na membrana de silica.

1.4.2.2.8.Eluigao do DNA

1.4.2.3.

Colocou-se cada coluna de tecidos num tubo de microcentrifuga (tipo
eppendorf) e adicionou-se 100uL do tampado NE, diretamente a membrana
da coluna de tecidos (com cuidado para ndo tocar com a ponta na
membrana). O pré-aquecimento do tampao de eluicdo a 702C melhora a
recuperacdo do DNA. Incubou-se 1 minuto a temperatura ambiente e
centrifugou-se durante 2 minutos a 12000rpm

O DNA gendmico pode ser armazenado entre 42C e -209C, dependendo do

tempo de armazenamento.

PCR

Aparelho de PCR — Termociclador

Para cada amostra pipetou-se o seguinte volume num tubo de 0,1mL, de

acordo com a tabela 2. Procedeu-se da mesma forma para um controlo positivo

e o controlo negativo. Cada tubo ficou com um volume final de 10uL.
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Tabela 2: Calculo da concentragao de Primers

2x NZYtech Green Mastermix 5ul

Mistura de Primers 16S e PLD de Coryneb. Pseud. 1ul
(Fw500nM:Rv 500nM)

RNAse free water 2ul

DNA de cada amostra 2 ul

Os tubos foram colocados no termociclador para amplificacdo dos fragmentos

de DNA, utilizando as condigdes de PCR constantes da tabela 3.

Tabela 3: Condi¢oes de PCR

Desnaturacao 95¢C 10 minutos 1
Desnaturagao 95¢eC 1 minuto
Annealing 58¢C 45 segundos 40
Extensao 72°C 45 segundos
Extensdo final 72°C 10 minutos 1

Este procedimento realizou-se para obter cada um dos produtos de PCR

definidos neste estudo (Tabela 1).

1.4.2.4. Electroforese em Gel de Agarose
1.4.2.4.1.Preparag¢ao do Tampao de corrida

O tampao de corrida utilizado foi o tampao TAE 1x.
1.4.2.4.2.Preparacgao do gel de agarose a 1%

O gel foi preparado com 1 gr de agarose e 100mL de tampdo TAE 1x. A
mistura foi aquecida no micro-ondas, com agitacdo frequente, até a
completa dissolucdo da agarose (com atencdo para a mistura ndo ferver

dentro do micro-ondas e verter).




Depois de arrefecer ligeiramente, o gel foi adicionado com 10uL de

brometo de etidio. Trata-se de um reagente com propriedades

cancerigenas, exigindo muito cuidado na manipulacdo. O brometo de etidio

vai ligar-se a cadeia de DNA, emitindo fluorescéncia a incidéncia de Raios
Ultra-Violetas.

Colocou-se o tabuleiro na tina de electroforese no respetivo suporte de
preparacao do gel. Colocaram-se o0s pentes necessdrios, em posicao
conveniente no tabuleiro para um correto posicionamento dos pogos,
verificando-se a distancia a extremidade e a base do gel.

Verteu-se a mistura de agarose no tabuleiro, eliminando as bolhas de ar
gue se tinham formado e deixou-se solidificar a temperatura ambiente.
Depois de finalizada a polimerizacdo do gel, retirou-se lentamente o pente
para nado danificar os pogos.

Colocou-se o tabuleiro na tina de electroforese, deixando o gel

completamente submerso e com os pogos do lado do eléctrodo negativo.

1.4.2.4.3.Prepara¢ao das amostras

Aplicaram-se as amostras nos respetivos pocos enchendo lentamente cada
poco (com o cuidado de ndo deixar a amostra sair do poco para evitar a
contaminacdo dos pocos vizinhos).

Aplicou-se o marcador de DNA — NZYDNA Ladder V (o qual apresenta
bandas entre 100 e 1000, de 100 em 100 Bp) no primeiro poco de cada
pente.

Colocou-se a tampa da tina e verificou-se se as amostras estavam
posicionadas do lado do pdlo negativo (cdtodo — eléctrodo de cor preta) e
se a migracdo se fazia no sentido do pélo positivo (anodo — eléctrodo de cor
vermelha).

Ligaram-se os cabos a fonte de eletricidade, ligou-se a fonte e regulou-se
para uma voltagem de 100V.

Verificou-se a libertacdo de bolhas dos eléctrodos devido a electrdlise, e se,
passados alguns minutos, a cor verde da NZYTaq Green Master Mix

comecava a migrar no sentido correto.
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1.4.2.4.4. Leitura da migracao no gel de agarose

Apds a migragdo conveniente (aproximadamente 25 min a 100V), desligou-
se a corrente eléctrica da fonte, desligaram-se os cabos e retirou-se a
tampa da tina.

Retirou-se o gel cuidadosamente para nao partir, e examinou-se a radiacdo
ultravioleta.

As radiagbes U.V. sdo extremamente perigosas, particularmente para os
olhos, provocando lesdes na retina. A exposicdo dos olhos a estas radiacées
deve ser evitada, usando sempre Oculos protetores ou madascaras de
material opaco aos U.V.

As bandas obtidas foram confirmadas, analisadas e comparadas com os

padrdes, para cada isolado. Os resultados foram fotografados para registo.

36



1.5.

Avaliacdo das Especificidade e Sensibilidade da técnica de PCR

Classico na identificacdo de Corynebacterium pseudotuberculosis

A Especificidade da PCR para identificacdo de Corynebacterium pseudotuberculosis
foi conferida pelos primers que apresentam 100% de homologia com o DNA 16s
RNA da bactéria. Quanto a especificidade analitica, a mesma foi avaliada utilizando
DNA de 2  estirpes distintas de Corynebacterium pseudotuberculosis
(Corynebacterium pseudotuberculosis adquirido — DSMZ 20689 e Corynebacterium
pseudotuberculosis — estirpe de campo) e DNA de outras bactérias comuns em
patologia animal, como Chlamydia sp., Mycobacterium avium paratuberculosis,
Escherichia coli, Neospora caninum, Coxiella burnetti, Mycoplasma sp.,
Staphylococcus sp., Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, entre
outros, selecionadas pela analogia patogénica (lesGes piogénicas e producdo de

factores toxigenos) e espécie animal hospedeira (pequenos ruminantes) (Fig. 16).

12 LINHA

22 LINHA

Figura 16: Imagem da electroforese para avaliacdo da Especificidade da prova de PCR para
Corynebacterium pseudotuberculosis (Legenda — pode visualizar-se, na 12 linha, da
esquerda para a direita, o Marcador de pesos moleculares, produtos de PCR comum para
controlo negativo, e DNA de uma estirpe de campo de Corynebacterium
pseudotuberculosis (seta a vermelho), bactérias e varios DNAs de outras bactérias (seta
laranja, grossa). Na 22 linha, da esquerda para a direita encontra-se: o Marcador de pesos
moleculares, produtos de PCR com DNA de Corynebacterium pseudotuberculosis adquirido
- DSMZ 20689 e Corynebacterium pseudotuberculosis — estirpe de campo (seta a azul),
seguidos de produtos de PCR com DNA de outras bactérias (seta laranja, fina).
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Os resultados observados na andlise de PCR realizada para avaliagdo da
especificidade da prova de PCR para Corynebacterium pseudotuberculosis
permitem concluir tratar-se de uma prova com elevada especificidade, na medida
em que ndo se detetou DNA de outras bactérias com analogia patogénica e de

espécie hospedeira com o agente em estudo.
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A Sensibilidade da PCR na detec¢dao de Corynebacterium pseudotuberculosis foi
avaliada utilizando dilui¢des sucessivas de 25 ng de DNA padrdo — estirpe adquirida
DSMZ 20689 de Corynebacterium pseudotuberculosis, equivalente a
aproximadamente 2,5x10° UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) de

Corynebacterium pseudotuberculosis (Fig. 17).

Figura 17: Imagem da electroforese para avaliacdo da Sensibilidade da prova de PCR para

Corynebacterium pseudotuberculosis (Legenda — apresentam-se, da esquerda para a
direita, o Marcador de pesos moleculares, produto de PCR com 0,1 ng de DNA padrao, e
diluicdes sucessivas 1:10, nos pogos seguintes, observando-se reagdo até 0,001 ng de
DNA/reac3o, diluicio equivalente a 10° UFC de Corynebacterium pseudotuberculosis (seta
a laranja)).

A prova de PCR realizada com dilui¢cdes sucessivas (1:10) de 25 ng de DNA padrao —
estirpe DSMZ 20689 de Corynebacterium pseudotuberculosis, demonstrou que a
PCR para identificacdo de C. pseudotuberculosis ¢ uma prova com elevada
sensibilidade, na medida em que permite identificar o agente etiolégico numa
diluicdo de 0,001ng de DNA, equivalente a 10® UFC de Corynebacterium

pseudotuberculosis.
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1.6. Resultados do Estudo

No decorrer deste estudo testaram-se 55 amostras patoldgicas para a detecdo de
dois tipos de segmentos de DNA gendmico de Corynebacterium pseudotuberculosis
(16S e PLD), em concentracdo normal e diluido (Tabela 1). Os resultados positivos a

pelo menos um dos 4 produtos de PCR analisados, sdao apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Resultados positivos obtidos na PCR I, PCR Il, PCR IIl e PCR IV com concentragdo
normal de DNA (1uL;2uL) e DNA diluido (1:10).

4 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
32 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
52 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
61 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
62 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
63 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
66 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
77 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
84 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
85 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO

Como se pode verificar, das 55 amostras piogénicas analisadas, 10 foram positivas
com pelo menos um dos “produtos” de PCR analisados neste estudo.
Das 10 amostras com resultados positivos, uma é proveniente da espécie caprina

(amostra 84) e as restantes foram obtidas em ovinos (Tabela 5).
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Dos 10 resultados positivos, 3 resultaram positivos no primeiro “produto” de PCR |
(Fig. 18) e 4 apenas resultaram positivos no “produto” PCR Ill, onde se pesquisou o
gene 16S para C. pseudotuberculosis com o DNA gendmico diluido 1:10 (Fig. 19).
Das 55 amostras patoldgicas analisadas 3 resultaram positivas para ambos os
produtos de PCR | e Il com detecc¢do do gene 16s e PLD de C. pseudotuberculosis na

concentragdo normal (Fig. 19).

12 LINHA

22 LINHA

Figura 18: Imagem da Electroforese com os resultados para os produtos de PCR | e PCR
(Legenda — Na 12 linha, da esquerda para a direita, o 12 pogco tem o Marcador de pesos
moleculares (bandas distribuidas de 100 em 100pb) e de seguida encontra-se os produtos
de PCR para as amostras de 4 a 44, com as amostras 4 e 32 positivas (815pb) (setas a azul).
Na 22 linha encontra-se, da esquerda para a direita, o Marcador de pesos moleculares e os
produtos de PCR das amostras 45 a 59 sequencialmente, com a amostra 52 positiva
(815pb) (seta a vermelho)).

41



12 LINHA

<~ 22 LINHA

Figura 19: Imagem da electroforese com resultados do produto de PCR Ill, PCR Il e PCR |
(Legenda — Na 12 linha, da esquerda para a direita, o 12 poco tem o Marcador de pesos
moleculares e de seguida encontram-se os produtos de PCR das amostras 60 a 68, seguida
de um pogo vazio e os produtos de PCR das amostras 69 a 73, com as amostras 61,62,63 e
66 positivas (815pb) (seta a azul). Na 22 linha encontram-se, da esquerda para a direita, o
Marcador de pesos moleculares e os produtos de PCR das amostras 76 a 85, seguidos de
511l a 58ll, Controlo Positivo (seta a verde) e Controlo Negativo, sendo positivas as
amostras 77, 84 e 85 (815pb) (seta a vermelho)).

Sendo cada uma das amostras proveniente de uma exploragao diferente
estimamos, neste estudo, uma prevaléncia de Linfadenite Caseosa em rebanhos de

18%, na regido do Alto-Alentejo, Portugal.
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Relativamente a zona/drgdo afetado, apresenta-se na Tabela 5 a distribuicdo das

lesGes por o6rgdo/zona, nas amostras recolhidas no presente estudo e com

identificacdo do C. pseudotuberculosis pela técnica de PCR.

Tabela 5: Distribuicdo das amostras positivas a C. pseudotuberculosis por 6rgdo/zona

afetada e espécie animal de origem.

N2 de amostra
4
32
52
61
62
63
66
77

84

85

Orgdo/Zona
Abcesso Subcutaneo
Figado
Pulmao
Pulmao
Figado
Pulmao
Pulmao
Forma disseminada

Abcesso Subcutaneo

Abcesso Subcutaneo

Espécie
ovino
ovino
ovino
ovino
ovino
ovino
ovino
ovino

caprino

ovino
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Na forma visceral, o pulmao foi o érgao mais afetado pela presenca de lesdes
piogranulomatosas causadas por C. pseudotuberculosis (40%), o figado foi o segundo
orgdo mais afetado (20%) e a forma disseminada foi identificada apenas num animal.
Os abcessos subcutaneos (forma cutanea ou externa da doencga) foram observados em
30% dos casos com identificagdo do agente etioldgico da LC (Fig. 20). No geral, a
forma visceral foi a mais prevalente, com 70% dos resultados positivos a C.

pseudotuberculosis na PCR em amostras obtidas de lesdes internas.

Abcesso subcutaneo

il 7

Forma disseminada

@_

Figado

@_

Pulmao

Figura 20: Grafico representativo da localizacdo das lesdes causadas por C. pseudotuberculosis
identificado por PCR.
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A andlise estatistica dos resultados observados foi realizada recorrendo ao programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) e no teste de x2 a diferenca
encontrada entre espécies (ovino e caprino) para as lesGes positivas ao PCR de C.

pseudotuberculosis ndo é estatisticamente signifcativa (p>0,05) (Fig. 21).

50
45

40
35
30
25
20
15
10
; —— i s

caprino ovino

%3]

EPCR- EMPCR+

Figura 21: Grafico representativo da distribuicdo das lesGes positivas a PCR para C.
pseudotuberculosis, por espécies (ovino e caprino).

Relativamente a localizacdo das lesdes, incluindo as lesGes positivas e negativas no PCR
para C. pseudotuberculosis, a distribuicio avaliada também ndo se revelou
estatisticamente significativa (p>0,05), mas pode observar-se na Fig. 22 que o pulmao

é o orgdo mais afetado por lesdes com caracteristicas piogénicas.

Positivo E
Negativo E

0 5 10 15 20 25 30

RESULTADO PCR

B LOCALIZACAO LESAO Zona inguinal

B LOCALIZACAO LESAO Subcutanea

m LOCALIZACAO LESAO Pulmio

m LOCALIZACAO LESAO Forma disseminada

B LOCALIZACAO LESAO Figado

Figura 22: Grafico representativo da localizagdo das lesdes.
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Em contrapartida, quando avaliamos a distribuicdo das lesdes piogranulomatosas
rastreadas por espécie de pequenos ruminantes, ovino e caprino, encontramos uma
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) com a espécie ovino com maior

frequéncia de lesdes caracteristicas de LC (Fig. 23).

35
30
25
20
15

10 I
o i  T—

Figado Forma Pulmao Subcutanea Zona inguinal
disseminada

]

LOCALIZACAO LESAO

W ESPECIE Caprino M ESPECIE Ovino

Figura 23: Grafico representativo da distribuicdo das lesdes piogranulomatosas rastreadas para
PCR de C. pseudotuberculosis nas espécies ovino e caprino.
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1.8.

Discussao

O diagndstico molecular ndo é uma técnica de analise de rotina no despiste de
Linfadenite Caseosa, nem em Portugal nem em Espanha, principalmente pelo
elevado custo das técnicas de PCR. No entanto, comparativamente aos outros
métodos de diagndstico disponiveis para esta afecao, a PCR revelou ser uma prova
sensivel e especifica, permitindo identificar o agente etiolégico a partir de uma
grande variedade de amostras patoldgicas.

O diagnéstico definitivo desta afecdo baseia-se principalmente na cultura e na
identificacdo do agente, sendo possivel isolar C. pseudotuberculosis a partir de
todo o tipo de lesdes, no entanto, o nimero de bactérias vidveis presentes num
abcesso crénico pode ser baixo e ocasionalmente podem ser detetadas lesdes
estéreis (Baird & Fontaine, 2007).

A grande componente piogénica das amostras patoldgicas dificulta o processo de
extracdo e purificacdo do DNA gendmico para a detecdo e isolamento de C.
pseudotuberculosis. Como tal, no diagndstico da LC, justifica-se a realizacdo da
prova de PCR pesquisando mais do que um fragmento de DNA gendmico (16s RNA
e PLD) de modo a detetar o maior nimero possivel de animais positivos.

O procedimento de diluicdo das amostras de DNA, realizado nesta investigacao,
teve também o objetivo de identificar o maior niumero possivel de amostras
positivas, na medida em que a elevada concentracdo de detritos celulares dificulta
a sequenciacdo do DNA gendmico. De facto verificou-se nos resultados
apresentados, que 4 das amostras resultaram positivas apenas no “produto” PCR
lll, onde se pesquisou o gene 16S para C. pseudotuberculosis com o DNA gendmico
diluido 1:10 (Fig. 19).

O facto de no presente estudo se terem incluido amostras de lesdes superficiais e
viscerais, agudas e cronicas, a maior parte delas com forte componente purulento,
podera explicar a dificuldade na digestao e extracdo do DNA gendmico do agente.
Admite-se ainda a possibilidade de resultados falsos negativos, no caso de lesGes

de LC estéreis, sem a presenca do agente bacteriano e do seu DNA. Pelo
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apresentado podemos estar na presenga de um resultado subestimado de

prevaléncia de LC.

No decorrer do diagndstico de um surto de LC na forma visceral-mamitica (Fig. 4,
pag. 11), a autora constatou a presenca de lesdes piogénicas recolhidas de afe¢des
agudas da glandula mamaria, que resultaram negativas na cultura microbioldgica
mas que na PCR classica, para pesquisa de uma série de agentes etioldgicos de
mamite, permitiram identificar Corynebacterium pseudotuberculosis. Neste caso, a
técnica de PCR cldssica para a pesquisa de C. pseudotuberculosis, sendo uma prova
altamente sensivel permitiu detetar a presenca do agente etiolégico da LC em
amostras com pouca carga bacteriana.

Num trabalho desenvolvido no Canada com enfoque na LC (Debien, E., 2013), foi
possivel identificar Corynebacterium pseudotuberculosis (por isolamento
bacteriolégico) em 37 de 54 animais com abcessos. Nos 17 animais negativos para
C. pseudotuberculosis, isolou-se Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes em 6

casos, Pasteurella multocida num caso e em 10 casos ndo foi possivel nenhum

isolamento bacteriolégico. Este facto é consistente com a possibilidade de

existirem abcessos “estéreis” ou cargas microbioldgicas muito baixas.

O presente estudo permitiu avaliar as especificidade e sensibilidade da prova de
PCR classico para C. pseudotuberculosis. Nao foi possivel obter um valor relativo de
especificidade nem sensibilidade, na medida em que ndo se realizaram, para as
amostras analisadas, provas comparativas que permitissem detetar falsos positivos
ou falsos negativos respetivamente, mas verificou-se uma especificidade e
sensibilidade  analiticas elevadas para a PCR de Corynebacterium
pseudotuberculosis.

A PCR mostrou ser uma excelente prova para o diagndstico definitivo e diferencial
da LC, mas pouco prdatica em estudos de prevaléncia, na medida em que a sua
aplicacdo num numero grande de amostras é pouco viavel. Além disso, ndo é a
técnica de eleicdo em programas de controlo e erradicacdo da LC, uma vez que nao
permite a detecdo in vivo de portadores assintomaticos, a principal causa de
dispersao desta doenca num efetivo.

No presente trabalho, a prevaléncia de exploracdes afetadas com LC (18%) foi

inferior a obtida noutros estudos de prevaléncia. Este facto estd possivelmente
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associado a natureza crénica e purulenta de algumas das amostras, podendo ainda
muitas corresponder a lesdes de LC sem a presenga do agente etioldgico, nem do
seu DNA e estarmos assim a subestimar a prevaléncia real da LC.

Num estudo realizado recentemente na Coreia (Jung et al., 2015), no qual foram
testadas 466 cabras autdéctones coreanas, 34 (7,3%) foram presuntivamente
diagnosticadas com LC. C. pseudotuberculosis foi isolado em 24 destas cabras
(70,6% das cabras com lesdes superficiais de LC), tendo a infeccdo sido confirmada
por PCR.

Na provincia de Tanta no Egito (Al-Gaabary et al., 2010), num estudo levado a cabo
em matadouro, entre os 962 pequenos ruminantes abatidos, 259 estavam
severamente afetados com LC, representando uma prevaléncia de 26,92%:
Corynebacterium pseudotuberculosis foi isolado (andlise bacterioldgica) em 241

dos casos (25,05%).

O presente trabalho realizado em 55 exploragdes de pequenos ruminantes
permitiu determinar uma prevaléncia de LC de 18% (10/55) através da técnica de
PCR Cl3ssico.

Um estudo de prevaléncie de LC, realizado na provincia do Quebeque, Canadd
(Debien et al., 2013), em 13 efetivos de caprinos, obteve um resultado de 24,3%,
apenas por uma observagdo grosseira de abcessos em animais necropsiados e sem
identificacdo do agente causal. No mesmo estudo (Debien et al., 2013) destinado a
determinar as principais causas de morte e refugo em caprinos, observou-se que,
apesar de a LC se ter diagnosticado em 24,3% dos casos, ndo é uma causa
importante de refugo ou mortalidade (representando apenas 3,9%), quando
comparado a outras doencas como a Enterotoxémia por Clostridium perfrigens tipo
D (17,1%), Pneumonia (13,8%), Paratuberculose (10,5%), Listeriose (6,6%), Toxémia
de gestacdo (5,3%) e Artrite Encefalite Caprina (AEC) (4,6%), mas foi a doenca mais
frequentemente diagnosticada neste trabalho, pois onze das 13 exploracdes
participantes (84,6%) tinham pelo menos um animal afetado por esta doenca.

No capitulo 2 apresenta-se uma tabela que resume as prevaléncias estudadas e

obtidas nos ultimos 30 anos, para a LC em diferentes regides do mundo.

49



O facto de o maior nimero de amostras patoldgicas ter sido obtido na espécie
ovina é consistente com os dados que indicam que a LC é mais prevalente em
ovinos do que em caprinos e também porque, na regido em estudo, hd um
predominio de exploragdes de ovinos, existindo um maior nimero total de ovelhas
(250 000). Ainda assim, uma das identificacdes positiva a PCR surgiu numa amostra
proveniente da espécie caprina. Alguns autores referem que os caprinos sdo mais
comummente afetados por abcessos externos, enquanto a forma visceral de LC
parece ser mais frequente em ovelhas (Williamson, L. H., 2001 citado por Smith,
2015).

No que diz respeito a localizacdo das lesGes, o pulmao foi o érgdao mais afetado na
forma visceral da doenca (40%), a semelhanca do que se encontra descrito na
literatura (Roberson, J.R. & Baird, A.N., Pugh, D.G., 2012 citados por Smith, 2015;
Malone, 2006). Esta forma de apresentacdo (visceral) da doenga foi a mais
frequente, com a identificacdo de C. pseudotuberculosis numa maior percentagem
em lesdes viscerais (70%), em comparagdao com a forma cutanea ou superficial
(30% de abcessos subcutaneos). Realidade que vai de encontro ao descrito noutros
estudos desenvolvidos pelo mundo fora e que comprovam que a presenca de
abcessos externos é apenas a ponta do iceberg e o problema da LC na forma
visceral é superior ao que se imagina. Pequenos ruminantes afetados pela forma
visceral da doenca raramente apresentam abcessos em linfonodos externos (Smith
M. C. & Sherman, D. M., 2009 citados por Smith, 2015), facto que reforca a

importancia da detecao de animais afetados pela forma visceral.
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CAPITULO 2: Perspetiva mundial

2.1. Evolucdo da Linfadenite Caseosa na Europa e no Mundo

Varios estudos sobre o diagndstico e controlo da Pseudotuberculose foram
desenvolvidos em diferentes partes do globo; nos ultimos 10 anos tem-se assistido a
um incremento do investimento por parte das autoridades oficiais de paises
desenvolvidos em programas de controlo e erradicacdo da doenca, principalmente em

paises onde a producdo de ovinos e caprinos é importante para a economia do pais.

A pesquisa realizada mostra um aumento dos dados de prevaléncia registados nos
diferentes estudos (Tabela 6). Mesmo considerando que os resultados foram obtidos
com base em diferentes técnicas de diagndstico, e que ndo é possivel uma avaliacao
real da evolugdo da prevaléncia da LC ao longo dos anos, pode verificar-se que a

prevaléncia da LC tem vindo a aumentar tendencialmente até aos dias de hoje.

Os resultados observados sugerem que a LC se estda a espalhar e a aumentar
mundialmente nos efetivos de pequenos ruminantes, sendo urgente a implementacdo

de medidas de controlo.

Num estudo realizado no Quebeque — Canadd (Arsenault et al., 2003), a prevaléncia de
animais com abcessos causados por outros agentes e com abcessos originados pelo C.
pseudotuberculosis foi de 36 e 21%, respetivamente. A prevaléncia identificada neste
estudo é inferior as estimadas noutros paises.

Nos Estados Unidos, a prevaléncia da LC (com base no exame direto) foi de 42,4%
(Stoops et al., 1984 citado por Arsenault et al., 2003).

Na Australia, a prevaléncia da LC foi de 41,8% em carneiros e 53,7% em ovelhas
(também com base no exame direto) (Batey, 1986 citado por Arsenault et al., 2003).
Uma vez que nestes estudos ndo foram feitas culturas dos abcessos, a prevaléncia
pode ter sido sobrestimada.

Na Escécia, evidéncias recentes sugerem que a prevaléncia da LC esta a aumentar nos

rebanhos de ovelhas e cabras (Connor et al., 2000).
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Devido a grande dispersao da LC na Irlanda, realizou-se uma investigacdao em quatro
exploragdes de ovinos com casos clinicos de doenga (Malone et al., 2006). Este estudo
revelou uma prevaléncia de 40,4% (133/329) para a LC, com confirmagdo dos positivos
por cultura bacteriolégica.

Na tabela 6 resumem-se os dados de prevaléncia da LC nos ultimos 30 anos,
especificando a técnica de diagndstico utilizada, podendo observar-se um aumento da

prevaléncia estudada ao longo dos anos.

Tabela 6: Tabela resumo dos dados de prevaléncia da Linfadenite Caseosa (LC) na

Europa e no Mundo

Pais/Regido Estudo/Ano/Técnica analitica Espécie Valor estimado de Prevaléncia de LC
Portugal /Alto-Alentejo Costa, Lina/2016/PCR Ovino e caprino 18%
Etiopia Abebe, D. et al/2015/Isolamento microbiolédgico Ovino e Caprino 72%
Coreia Jung, B. Y. et al./2015/Serologia Caprino 57,3%
Algeria Chikhaoui, Mira et al./2013/Isolamento Ovino 53,6%
microbiologico
Espanha/Andaluzia Gomez-Gascon, Lidia et al./2013/Isolamento Ovino e Caprino 38%
microbiolégico
Canadéd/Quebeque Debien, E. et al./2013/Avaliacdo grosseira de Caprino 24,3%
abcessos
Australia Windsor P. A./2011/Avaliacdo em matadouro e QOvino 26%
inquéritos aos produtores
Egito Al-Gaabary, Magdy H. et al./2010/Avaliagdo Ovino e Caprino 26,92% e 25,05%
grosseira de abcessos e Analise bacterioldgica
Irlanda Malone, Frank E. et al./2006/Isolamento Ovino 40,4%
microbiolégico
Canadéd/Quebeque Arsenault et al./2003/Isclamento microbiolégico Ovino 21%
Turquia Cetinkaya et al./2002/Isolamento e PCR Caprino e Ovino 16-63%
Canada/Alberta Stanford et al./1998/Serologia Ovino 23%
Japdo Zasshi, Nihon J. et al./1989/Serologia Ovino 39,3%
Brasil/Nordeste Brown et al. /1987/Avaliacdo grosseira de Caprino 14%
abcessos

O valor estimado para a prevaléncia desta afecdo varia de regido para regido e
também segundo o método de diagndstico utilizado para detecdo dos animais
afetados (detecdo grosseira dos abcesos, isolamento bacterioldgico do agente

Corynebacterium pseudotuberculosis, serologia ou PCR).

O impacto negativo da LC na rejeicdo de carcacas em matadouro parece estar
associado apenas com a presenca de abcessos (e ndo com a etiologia do abcesso). Na
provincia de Quebeque, Canada (Arsenault et al., 2003), as normas governamentais de
inspecdo da carne definem que a presenca de abcessos obriga ao refugo da carcaga, se
sdo multiplos ou se estdo associados a um efeito sistémico, de outro modo, s6 a area

afetada é rejeitada e a carcaca aproveitada.
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No mesmo estudo conclui-se: o facto de que muitos dos animais afetados
apresentarem abcessos no figado, cabecga e/ou pescogo, aumentava significativamente
a proporc¢ao de carcacas com refugo de orgdos e pecas. O impacto no refugo deriva da
presenca de abcessos, qualquer que seja a sua etiologia. No entanto, é importante
referir que a maioria dos abcessos identificados neste estudo foram positivos a C.
pseudotuberculosis.

Em Portugal, o regulamento de inspecdo sanitdria em vigor (Regulamento (CE) N9
854/2004) prevé que qualquer parte da carcaga com a presenca de abcesso ou
processo purulento seja rejeitada, e tratando-se de um processo piogénico
disseminado ou que atinja mais do que um 6rgdo ou tecido, se proceda a reprovagao
total da carcaca. Um trabalho de dissertacido de mestrado desenvolvido num
importante matadouro portugués (Oviger — Alcains: abate de aproximadamente
100 000 ovinos por ano) revela que os abcessos e as pleuropneumonias purulentas sao
a 22 principal causa de rejeicdo total em ovinos adultos e a principal causa de

reprovacao total nas carcacgas de ovinos jovens (D’Avelar, 2011).

A LC é uma doenca frequente na América do Norte (Debien et al., 2013) a qual afeta
ovinos e caprinos e conduz a formacdo de abcessos em ganglios linfaticos, na pele e
em 0rgdos internos. No Canada, a vacina¢dao contra a LC em caprinos finalizou em
2006, apds a retirada da Unica vacina aprovada para esta espécie. A vacinacdo off-label
de cabras de leite com a vacina para ovelhas ndo provou ser eficaz e é desaconselhada
pelo fabricante por questdes de seguranca. Como consequéncia da retirada da vacina,
varios produtores de cabras ja reportaram um aumento no desenvolvimento de
abcessos e subsequente refugo precoce de animais na provincia do Quebeque, Canada

(Debien et al., 2013).

O aparecimento de casos de LC noutras espécies que ndo os pequenos ruminantes,
como bovinos e cavalos é cada vez mais frequente, ndo sé porque o diagndstico é
realizado de forma mais assertiva nos casos de doenca e suspeita clinica, mas porque o
agente etiolégico se esta a dispersar efetivamente no meio ambiente e a ser
transmitido a outras espécies, com potencial patogénico. Num estudo realizado no

estado do Kansas, Estados Unidos da América (Boysen et al., 2015), observou-se um
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surto sem precedentes, de infecgdo com C. pseudotuberculosis em cavalos de todas as
idades, sexo e raga, no outono de 2012. Neste estudo foram analisados os principais
factores de risco ambientais e climdticos e verificou-se que a doenca se despoletou
em condigGes climaticas de calor e seca e sob condigdes ambientais de fraca humidade
do solo e fragmentacdo de pastagens (finais de verdo até finais de outono, com um
pico no més de novembro), propicias ao desenvolvimento do agente etioldgico na
regido em estudo.

Em Portugal, o primeiro caso de LC em suinos de raga Porco Preto Alentejano foi
reportado em 2014 (Oliveira et al., 2014), com a caracterizacao fenotipica e genotipica
de Corynebacterium pseudotuberculosis a partir dos isolados clinicos de LC. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram que a LC afectou 10% dos animais das
2 exploracdes em estudo (com cerca de 600 porcos cada) e que C. pseudotuberculosis
é a principal espécie bacteriana responsdvel pelo desenvolvimento da LC em suinos de
raca Porco Preto Alentejano, na medida em que foi possivel isolar o agente em todas
as amostras recolhidas, em cultura pura.

Este e outros trabalhos vém demonstrar que a LC é uma doenca que, apesar de
reconhecida ha mais de cem anos, esta longe de estar controlada. A possibilidade de
disseminacdo cruzada entre hospedeiros animais alerta para a importancia de
implementacao de medidas de controlo e maneio sanitario que controlem a infec¢do e

evitem a sua dispersao.
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2.2. Novos Estudos e Estratégias de Erradicacao

A dispersdao da LC em efetivos de ovinos e caprinos numa regido portuguesa de
elevada produgao pecuaria pode revelar-se um problema sanitdrio grave, nao sé pelos
prejuizos econémicos diretamente imputados a infecdo como também pela auséncia
de certificagdo de explora¢gdes nacionais como livres da doenga, impossibilitando a

abertura de mercados internacionais para a produg¢ao de pequenos ruminantes.

Novos estudos de prevaléncia da LC em animais e efetivos devem ser conduzidos na
regido e no pais, recorrendo a técnicas de diagndstico seroldgico, que permitam a
detecdo de animais assintomaticos, uma avaliacdo do real prejuizo causado pela
presenca de infecdo nas explora¢cdes, nomeadamente do impacto econémico da
afecdo e das suas formas subclinicas. S6 com estes dados se possibilitarad a avaliacdo da
necessidade de implementa¢dao de medidas de controlo e erradicagdao da doencga, tal

como ja se realiza noutros pontos do globo.

Técnicas de diagndstico molecular podem e devem realizar-se para um diagndstico
etiolégico definitivo e identificacdo do agente, mas em programas de controlo da
doenca este ndo é o método de diagndstico indicado. No entanto, estudos genéticos
da resisténcia racial a doengas infecciosas como a LC, que permitam a identificacdo de
marcadores moleculares nas ragas autdctones associados a esta resisténcia, podem ser
implantados em programas de controlo e permitirdo a selecdo assistida por

marcadores, com a criagcdo de animais geneticamente selecionados para reposicao.

As técnicas genéticas sdo a ferramenta do futuro e torna-se necessdria a otimizacao
destas técnicas ndo s6 na area do diagndstico e genotipagem de agentes etioldgicos
presentes nas nossas exploragdes, como também para identificacdo de marcadores

genéticos que nos permitam trabalhar as nossas racas.

Sendo a LC uma doenca que afeta outros animais como os ruminantes e suinos
silvestres (cervo, veado, javali,...) sdo necessdrios estudos sobre a interface e
coabitacdo dos pequenos ruminantes com espécies silvestres, realidade que se verifica

em Portugal e Espanha e que altera o panorama de distribuicdo de doencas como a LC.
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S3o necessdrios estudos sobre a implicacdo das alteragGes climaticas na ecologia e
evolugao de C. pseudotuberculosis e outras bactérias veiculadas pelo solo (soil-borne

diseases) similares e com importancia em saude animal e na saude publica.

A erradicacdo de uma doenca com as caracteristicas da LC é um desafio que envolve a
tomada de medidas rigorosas e a varios niveis. Os fatores que tornam a sua
erradicacdo um desafio incluem, a fraca resposta do agente a terapia antibidtica, a sua
grande capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente e a dificuldade de dete¢do de
animais infetados, principais responsaveis pela manutencdo da doenca num rebanho,

como fonte de infecgdo.

O controlo da LC depende em muitos paises da vacinacdo, com a notdvel excec¢do do
Reino Unido (Windsor, 2011). A vacinag¢do contra C. pseudotuberculosis pode reduzir a
doenca entre 60 a 95% (Eggleton et al, 1991; Paton et al., 1995 citados por Mendonca,
2012) e vdrios ensaios experimentais demonstraram que, apds a inoculacdo em
animais vacinados, hd uma diminuicdo na ocorréncia de ambas as formas internas e
externas de abcessos por LC (Piontkowsky, M. D. & Shivvers, D. W., 1998 citados por
Smith, 2015).

A vacinacdo para Corynebacterium pseudotuberculosis tem sido praticada recorrendo a
uma grande variedade de tipos vacinais; todas as vacinas comerciais disponiveis nos
Estados Unidos sdao toxdides bacterianos e a recomendacgdo é que se faca a vacinagao

opcional, dependendo da histdria da exploracdo (Smith, 2015).

Em Portugal ndo existe nenhuma vacina comercializada para a LC. A utilizagdo de
vacinas de rebanho, produzidas a partir de isolados do agente, parece ser eficaz no
controlo de surtos da forma visceral de LC e na redugdo da incidéncia de doencga nos

efetivos vacinados (Costa, 2014).

Baseado nestes e noutros dados, a vacinagdo pode ser importante em alguns efetivos

para diminuir a prevaléncia da LC.

A LC é o exemplo de uma doenca de rebanho cujo controlo é possivel através da
implementagao de um conjunto de medidas de biosseguranga e boas praticas

pecuarias, sendo evidente que a sua prevaléncia e propagacdo aumentam na presenca
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de factores de risco como a conspurcagdao do solo, a conspurcagao de tanques
banheiros e de materiais de tosquia e tatuagem, introdugdao de novos animais na

exploracdo e a ndo observacao de regras bdsicas de maneio.
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CONCLUSAO

Por quanto foi possivel pesquisar pela autora, este foi o primeiro estudo de
prevaléncia de Linfadenite Caseosa em efetivos de pequenos ruminantes, realizado em
Portugal. O uUnico trabalho publicado até a data (Boinas, Mendes & Pateira, 2000) foi

realizado num ndmero muito reduzido de animais e efetivos.

A elevada prevaléncia da infecdo (18%) encontrada no presente estudo nas
exploragdes de pequenos ruminantes, numa regidao de Portugal onde a producao de
ovinos e caprinos é de grande expressdo na economia loco-regional, justifica a
implementacdo de medidas higio-sanitdrias e programas apropriados de controlo, de

forma a prevenir a transmissao de C. pseudotuberculosis.

Quando metade do efetivo nacional de pequenos ruminantes (46%) se encontra no
Alentejo e a producdo anual de carne de borrego e de queijo de ovelha certificados
detém a maior representatividade no Alto-Alentejo, regido onde se desenvolveu este
estudo, podemos concluir que a existéncia de uma doenca com as caracteristicas
insidiosas e de cardcter crénico como a LC, numa prevaléncia elevada nestes efetivos,
exige uma preocupac¢ao acrescida por parte das entidades sanitarias e de centros de
investigacdo na area da sanidade animal, na tentativa de estimar a sua taxa de

morbilidade, taxa de mortalidade e real impacto econédmico no pais e nesta regiao.

A realizacdo deste estudo em amostras recolhidas em matadouro permitiu uma
avaliacdo real da presenca de LC nas exploracdes, na medida em que possibilitou a
detecdo de animais assintomaticos. Os registos obtidos nos matadouros regionais sdo
de enorme importancia no estudo da epidemiologia das doencgas animais e devem ser
utilizados com o intuito de promover a saude animal e proteger a saude publica.
Devem ser realizados estudos em matadouro para esta e outras doencas de
ruminantes, uma vez que permitem uma avaliacdo real da presenca de doencas infeto-
contagiosas e parasitarias em animais de producdo para consumo humano, a sua
caracterizacdo e etiologia, impacto econdmico na producdo de carne e na

rentabilidade das exploragdes.
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O presente estudo mostrou algumas limitagdes, nomeadamente o facto de nao ter
sido possivel identificar outros agentes etioldgicos nas lesGes piogénicas nas amostras

reunidas, o que aumentaria o conhecimento sobre o diagnédstico diferencial da LC.

Outros estudos de prevaléncia e do impacto econdmico deverdo ser conduzidos, de

forma a aferir a importancia desta afecao em Portugal e no Alentejo.

A Pseudotuberculose é uma doenca insidiosa, o que em sentido estrito significa que
inicialmente ndo aparenta gravidade, mas com a evolucdo da enfermidade e o
desenvolvimento de sinais clinicos se torna altamente perigosa. Esta frase reflete
exatamente o que se passa num efetivo de pequenos ruminantes infetado com LC: os
sinais clinicos e suas consequéncias ndo sdo inicialmente evidentes para o produtor,
mas a quebra de rentabilidade aumenta com o nivel de infecdo e a presenca de
animais infetados aumenta a probabilidade de a doenca evoluir para a forma visceral,
com surtos ou com quadros clinicos graves de mastite, pneumonia, infertilidade,

abortos,... aumentando também a possibilidade de transmissao a animais sdos.

Apesar da LC ndo ser das principais causas de morte e refugo de animais nas
exploracdes de pequenos ruminantes, o facto de ser uma doenca cronica,
transmissivel a outros animais e ao homem e responsavel por quebras econdmicas
graves e nem sempre perceptiveis ao produtor, justifica um investimento no seu
diagndstico e controlo e uma maior sensibilizagdo de médicos veterinarios e
produtores para as vias de contagio e medidas de prevencdo. Quando estabelecida, a
doenca é de dificil erradicacdo, ndo sé porgue a resposta a terapéutica antibiética ndo
é efetiva mas também porque a detecdo de animais infetados é dificil. Cabe-nos a
todos, como intervenientes sanitdrios, alertar para a sua perigosidade e caracteristicas
epidemioldgicas e atuar instituindo planos profilaticos que contemplem a prevencao e

o controlo desta afecdo.

Esta doenca esta a disseminar-se na Europa e no mundo sendo cada vez mais os casos
de LC reportados noutros animais (domésticos e selvagens) e no Homem.
Paralelamente, tem-se assistido a um aumento da sua prevaléncia em efetivos de
pequenos ruminantes. O que leva a concluir que ndo tem sido dada a importancia

desejdvel a esta afecdo pelas autoridades competentes, médicos veterindrios e
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produtores pecuarios, no sentido de implementar medidas higio-sanitarias e
programas de diagndstico e controlo que permitam trabalhar com efetivos livres de

infecdo.

Conclui-se este trabalho com a compilacdo de um conjunto de medidas de
biosseguranca e de maneio dos animais, unido a um correto guia de boas praticas
pecudrias que inclui, entre outras, as seguintes recomendacdes (Gomez-Gascon et al.,

2013, Ermini & Antenucci, 2014):

o Controlo nas trocas comerciais, evitando a introducdo de animais portadores na
exploracdo. Recomenda-se o refugo e a ndo aquisicao de animais com abcessos
externos ou cicatrizes que denotem a presenca de LC.

o Realizagdo de um periodo de quarentena (minimo 15 dias) antes da introdugdo
de novos animais num rebanho. O periodo de incubagao da LC é longo
podendo variar entre 2 a 6 semanas (Zarraga et al., 2006 citado por Mendonga,
2012).

o Reducdo da contaminacdo ambiental sempre que possivel, mantendo uma
adequada higiene nos equipamentos e nas instalagdes.

o Especial atencdo e cuidados nas praticas de maneio, como a identificacdo
animal (colocacdo de marcas auriculares e tatuagens), tosquias, castracoes,
corte de caudas, tratamentos com recurso a injetdveis, garantindo que o
material utilizado é sujeito a uma limpeza e desinfecdo adequadas.

o Desinfecdo do corddao umbilical dos recém-nascidos, o mais cedo possivel apds
0 nascimento, com uma solugdo iodada.

o Evitar as atividades que provoguem ferimentos no animal ou desinfetar
adequadamente as lesdes originadas.

o Os animais infetados devem ser separados do rebanho o mais rapido possivel
apos a sua detecao.

o O tratamento dos abcessos é uma opg¢do, mas qualquer animal que apresente
recidivas é considerado um portador crénico e deve ser retirado do rebanho.
Esta medida recomenda-se apenas para animais com elevado valor genético.
Nunca deixar que um abcesso drene por si s, ja que contaminard o ambiente,

sendo preferivel intervir antes.
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o Realizar um adequado programa de reposicdo, praticando refugos prematuros
no caso de elevada prevaléncia da infec¢dao na exploragao.

o Realizacdo da ordenha em local limpo e desinfetado com produtos a base de
cloro ou similares.

o Lavar as maos convenientemente antes e depois da ordenha.

o No caso da ordenha mecanica lavar as tetinas entre ordenhas.

o Nofinal da ordenha, aplicar um desinfetante iodado ou similar no teto.

o Todos os animais com lesdes na mama (crostas, papulas, abcessos...) devem ser
identificados, separados, ordenhados em ultimo, eventualmente a mao e, se
necessario e recomendavel, colocados em tratamento.

o Na ordenha mecanica, controlar periodicamente o bom funcionamento da
maquina e do sistema de vdacuo, e substituir todas as partes de borracha pelo
menos uma vez por ano.

o Praticar a terapia preventiva de mastites no periodo seco.

o Por dultimo, realizar analises bacterioldgicas regulares ao leite (individual e

coletivo) para identificacdo dos principais agentes causadores de mastites.

As medidas aqui apresentadas podem ser aplicadas nesta e noutras doencgas de

rebanho, sendo o maneio um ponto chave em qualquer plano profilatico instituido.

Revela-se de enorme importancia o conhecimento do estado sanitdrio dos nossos
efetivos bem como das caracteristicas epidemioldgicas das doencas que os afetam.
Seria de grande interesse para a pecuaria regional e nacional, a existéncia de uma rede
de vigildncia epidemioldgica que permitisse aos médicos veterindrios e entidades
sanitdrias intervenientes aceder a informacgdes atualizadas sobre: prevaléncia, surtos,
distribuicdo e evolucdo desta e de outras doencas infeto-contagiosas e parasitarias

endémicas e emergentes nas espécies de interesse pecuario.
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Imagem de capa:
Forma clinica adenitica superficial de Linfadenite Caseosa em ovino de raca
Lacaune (efetivo de ovinos leiteiros da regido em estudo, 2015).
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