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Resumo

O presente trabalho descreve a identificacdo e isolamento de Corynebacterium
pseudotuberculosis e Actinomyces bovis numa vacada naturalmente infetada na regido do
Ribatejo. Ao exame fisico dos animais afetados observaram-se abcessos piogranulomatosos
com localizacdo mandibular e retrofaringea, sem outros sinais clinicos. Realizou-se a punc¢éo
do local das lesbes e enviou-se a amostra para o laboratdrio, onde os agentes foram isolados e
identificados. Para prevengdo de novos surtos e tratamento dos animais afetados, tendo em
consideracdo que se trata de uma patologia infeciosa para a qual ndo existem vacinas
comerciais disponiveis, optou-se pela realizacdo de uma vacina de rebanho polivalente,
efetuada com os agentes isolados da amostra enviada, Actinomyces bovis e Corynebacterium
pseudotuberculosis. Aplicou-se a mesma e avaliou-se a eventual ocorréncia de reacOes
vacinais locais, as quais ndo foram significativas. Um ano apos a aplicacdo da vacina, fez-se
uma avaliacdo da sua eficacia e, consoante os resultados obtidos, concluiu-se que foi benéfica

a sua utilizagdo, uma vez que houve uma diminui¢do na taxa de prevaléncia.

Palavras-Chave: Actinomyces bovis, Corynebacterium pseudotuberculosis, Bovino, Vacina de

Rebanho, Vacina Autdgena



Abstract

The present work describes the identification and isolation of Corynebacterium
pseudotuberculosis and Actinomyces bovis in a naturally infected herd in the region of
Ribatejo. By the physical examination of the infected animals, pyogranulomatous abscesses
were observed in the mandibular and retropharyngeal area, with no other clinical signs. A
local puncture was done at the wounded area, after with a sample was sent to the lab, where
all agents were isolated and identified. To prevent further surges and treatments, taking in
consideration that this is an infectious pathology for which there are no commercial vaccines
available, the choice fell upon multipurpose herd vaccination, prepared from the sample of the
isolated agents previously sent, Actinomyces bovis and Corynebacterium pseudotuberculosis.
The vaccine was applied and eventual reactions to it were evaluated, which were deemed
irrelevant. One year after the vaccine application, its effectiveness was evaluated, having the

results proved its benefits, since there was a decrease in the prevalence rate.

Keywords: Actinomyces bovis, Corynebacterium pseudotuberculosis, Bovine, Herd Vaccine,

Autogenous Vaccine



Abreviaturas, Siglas e Simbolos

% - Por cento (percentagem)

pum — Micrometro

bpm — Batimentos cardiacos por minuto

mrm — Movimentos respiratorios por minuto
DNA — Acido desoxirribonucleico/Desoxirribonucleic Acid
ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay
| — Incidéncia

L — Letalidade

P — Prevaléncia

°C — Grau Celsius

PAAF — Puncdo Aspirativa com Agulha Fina
CAAF - Citologia Aspirativa com Agulha fina
PCR — Polymerase Chain Reaction

Ph — Poténcia de Hidrogénio

C. pseudotuberculosis — Corinebacterum pseudouberculosis
A. bovis — Actinomyces bovis

16G — 16 gauge

H, — Hidrogénio

CO,— Dioxido de Carbono

TO — Trabéculas Osseas

HE — Hematoxilina Eosina

Obj.- Objetiva



Indice

D10 [0 (o] - VSRS 3
o [ (o[- ol T 1=] ] (01 USSR 4
RESUMIO ...ttt b e s Rt e b e s Re e e b e e e R e e e n e e nne e e ne e nn e re e 5
N 01 = Tod SO 6
Abreviaturas, Siglas € SIMDOIOS.........c.cuiiiiiieiere e sreeneas 7
13T 1ot OO 8
INAICE 8 TADEIAS .....cvuvevecevceceeeee ettt sttt e st e s n et naeneees 10
INAICE U8 GIAFICOS.........cvvveceeveeeiee ettt ettt en et 10
INAICE 8 FIGUIAS .....cvovevecececetceeeee ettt sttt seees 10
I 101 0o o Lo OSSPSR 12
2. ReVisa0 BIDIOGrATICa.........cciiiie i 14
2.1.  Corynebacterium pSeUdOtUDEICUIOSIS. .........viiriiieiiieiese s 14
P2 00 O N o] = T ) o - RSP 14
2.1.2. Classificacdo e desCriCao d0 AQENTE ........cceevuveieiieie et 14

b I B oo (=T ¢ T To] [T [ - SRR 17

N O I - S 117 T R 18
2.1.5. PAtOgENICIAAAR ...c.eoviiiiiieiieiee e 19
2.1.6. ManifestagBes ClINICAS...........coviieiiiicie e 20
N R B T To | 10 ) (oo FO SRR 23
2.1.8. Achados microsCOPICOS 0as LESOES ........eiiiiriiiieieiesie s 24
2.1.9. AChad0oS NECIOSCOPICOS .....ccvvereiniiieiteiie sttt 25
2.1.20. TTALAMENTO ...ooieiiiieiiee ettt sttt et sttt et e enbe e enb e e sbe e e reennneanes 25
2.1.11. Controlo da doenga e medidas profilaticas ............ccccocvvvviieriiniiicneni e 26
2.1.12. Profilaxia através da VaCINAGAD ...........cccuiiriririieiie et 26
2.1.13. ImplicagOes na satde PUBIICA..........ccoiiiiiiiiiie e 27

2.2, ACHNOMYCES DOVIS...uviiiiie ittt be e e 28
2.2.1. NOTA HISEOTICA ...ttt sreene e 28
2.2.2. Classificagio e desCriGao A0 AGENTE ........ccviieieiieieiere e 28
B T = oo (=T 4 o] [T [ - S 29
2.2.4, TTANSIMISSAD. ... veveteitisteeteeteese et ettt bbbttt et bt e bt bbbt b e et e st e b et benbesbeene e 30
2.2.5. PAtOgENICIAAUE ....c.veiiieeieieee ittt sb et 30



2.2.6. Manifestagies ClINICAS.........c.ccviieiieie e 31

A B B T T | 10 ) oo TSRS 32
2.2.8. Morfologia Colonial e Aparéncia MiCrOSCOPICA.........ccoveveererieierenieese e 33
2.2.9. AChAd0S NECIOSCOPICOS .....vvveverieiirieieiesiesie et ste et se ettt st et e see e sae e 35
2.2.00. TTALAMENTO ...ooveiiiieiie ettt r e e e e e e nn e e r e nnn e 35
2.2.11. Controlo da doenca e medidas profilaticas ...........ccccevvvvievieieviesiece e 36
2.2.12. Implicagdes na satde PUDIICA..........ccceoiiiriieiiee s 36
2.3, VACINAS AULOGENAS. .....eveeereeteitesieteete sttt sttt e ettt s et se e be st e neabenans 36
2.3.1. HistOria das vacinas QUtOJENAS..........ccueevereeirreieieesieesieseesteessesseesseesesseesseessesnsens 36
2.3.2. Vacinas autogenas de uso veterinario, autovacinas e vacinas de rebanho.............. 37
2.3.3. Recolha de amostras para formulagéo de vacinas de rebanho ............ccccccceverenene. 39

2.3.4. Processo de Producdo das vacinas autdgenas bacterianas inativadas de uso

V(=1 (=T 0 - T o TSRS 39
2.3.5. Reacdes adversas da VACINAGAD .........ccuvcveieerieeiesieesteesiesieesteesresreesteeae e e e sreenee e 42
2.3.6. Vantagens na utilizacdo de vacinas autdgenas de rebanho .............cccccceevieiieennn, 43
2.3.7. Desvantagens na utilizacdo de vacinas autdgenas de rebanho............cccccccvvvrienen. 45

3e ODJBLIVOS ...ttt bbbttt 46
4, Material € MELOUOS. ......ccueiieiiieiieieiee ettt st st reereenes 47
4.1. CaracterizaGao da eXPlOraGao ........ccccvveviiieiieiieie et 47
4.1.1. MaNEio ANIMENTAT .......oiiieee ettt et sreenneenee e 48
4.1.2. Maneio REPIOUULIVO. ........oiuiiiiiiiiiiieite sttt 48
4.1.3. MaNEI0 SANITAIIO ....veviiiiieiieee e ettt st st nneas 48

NV [=1 (oo (o] [o o | - WSSO POPRTR 49
N T R Tot0] | o W (T D Uo (oSSR 49
A4, SINAIS CHNICOS ...viviiiiieiieeie ettt te et e s s e sreetesreesbeenteanaesreenseenee e 49
4.5,  COINEIta 08 AMOSIIAS ... .coviiiieiiieieeie ettt 52
4.6.  Tratamento INSHIUIAO........oiiiieieieicse e e 53
4.7. Calculo da Taxa de prevaléncia antes da Vacinagao ............ccovrereerieneneseniesienneans 54
4.8.  CAalculo da Letalidade: ........c.cooveiieeiiiieieeie e 54
ST TS0 | = To (01 RSO P PSP 55
o T0 I B T To [0 1S £ oo ST 55
5.2. Taxa de Prevaléncia da doenga antes da Vacinagao ...........ccccveververeeveseeseesiesnenens 55
5.3. Taxa de Letalidade da DOENGCA...........c.ccveiiiieriiiie e 55



5.4. Taxa de Prevaléncia da Doenca 1 ano ap0s a Vacinagao ...........cccevverveieenieevesennnes 56

5.5. Taxa de Incidéncia da doengca um ano apis a VaCiNACA0 ..........cecveerveeveseerreereeseenes 56
5.6.  CAalculo da MOrbilidade ........cccevueiiiiiiiiiiice e 57
5.7.  REAGOES VACINGIS .....veviviteeiietieiietete sttt e bbb b 57
5.8.  Profilaxia @ CONrol0........ccviiiiiiiie s 58
T B ol UL (o FO TP 59
A O o 113 To ST PRR 61
BIDIHOGIATIA ...t 62
AANEXOS ...tttk e b h bRt R e e R e £ e b e e R et e R e e Re e e R e e nRe e e b e e aEe e e neennreenes I

Anexo | — Resultados da primeira analise microbioldgica solicitada, para pesquisa de
Actinobacillus lingnieresii .........c.ccooeveienenenniseeeee, Erro! Indicador ndo definido.
Anexo Il — Resultados do teste de sensibilidade aos antibidticos referentes & amostra
T\ VA E: o - SRR Erro! Indicador néo definido.
Anexo Il — Resultados da segunda analise microbioldgica solicitada, para nova pesquisa do

agente etiolOgiCo ........cccvevviiieiieic e Erro! Indicador ndo definido.

Indice de Tabelas

Tabela 1 - Bactérias Corynebacterium spp que infetam animais e tém um papel ativo na

producdo de doencas. (Adaptado de Gyles et al., 2010).........cccecvevieiieiieiiece e 17
Tabela 2- Indicadores do estado geral dos animais com sinais cliniCos...........ccccccoevverieennen. 51
Tabela 3 — Indicadores do estado geral dos animais com sinais cliniCos...........ccccoevverieenen. 51

Indice de Graficos
Gréfico 1 - Taxa de Prevaléncia da Doenca antes da Vacinagdo. A taxa de prev............c....... 55
Gréfico 2 - Taxa de Prevaléncia da Doencga um ano apis VaCiNaGa0 ...........ccevverververeeneerieninnnns 56

Indice de Figuras

Figura 1 - Actinomicose em bovino: Osteomielite piogrnulomatosa. Piogranuloma com
bacilos filamentosos no centro no meio de trabéculas osseas. HE. Obj. 20x (Adaptado de
IS = o | R TSR 34

10


file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986921
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986921
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986921

Figura 2 - Aspeto histologico da actinomicose bovino. Aglomerado de Bacilos filamentosos.

MacCallum-Goodpasture. obj 100x (imersdo) (Adaptado de Tessele et al., 2014). ................ 34
Figura 3 - Classificagdo simplificada dos principais efeitos adversos da vacinagdo (Tizard,
2004, P 278) ettt h et Rt et e bt et re bttt re s 43
Figura 4 - Localizacdo geografica do concelho da Azambuja, em Portugal continental ......... 47

Figura 5 - Localizacdo da exploracdo, Mouchdo do Salgueiral, no concelho de Azambuja....47
Figura 6 - Fémea A com abcesso na zona retrofaringea, apds lancetagem. (foto do autor).....50
Figura 7 - Fémea A com abcesso na zona retrofaringea, apés lancetagem. (foto do autor).....50
Figura 8 - Abcesso ja fistulado do Macho. (foto do autor)..........ccccvevveieiiecicc e 50
Figura 9 - Macho com abcesso na zona sub-mandibular. (foto do autor) .........c.ccceeevvieiieennnne 50

Figura 10 - Fémea B com abcesso fistulado na zona retrofaringea, ja cicatrizado (foto do

10 0] ) TP U TR P PP PR 50
Figura 11 - Amostra recolhida do abcesso (foto @0 AULOT) .........cceieriririiieiee e 53
Figura 12 - Amostra recolhida do abcesso (foto a0 autor) .........cccccveveecieieeiicc e 53

11


file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986922
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986922
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986923
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986923
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986924
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986925
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986931
file:///C:/Users/Win7/Desktop/Tese%20Sara%20Reis_Versão%20Final%20finalissima.docx%23_Toc483986932

1. Introducéao

O controlo das doencas infeciosas tem uma enorme importancia econémica na
indUstria animal. Os agentes infeciosos podem devastar a saude de uma vacada inteira. O
controlo e tratamento apropriado fazem parte integral na producdo animal. Varios métodos
sdo utilizados no controlo destes agentes, nomeadamente: bom maneio, incluindo o espeto
higieno-sanitério, e a implementacdo de medidas de biosseguranca nas exploragdes pecuarias,
utilizacdo de antibi6ticos no caso de infe¢des bacterianas, rastreio, vacinacdo e abate dos
animais afetados (Bowersock, 2002).

Corynebacterium pseudotuberculosis, o agente causador da linfadenite caseosa € um
bacilo Gram-positivo, curto e pleomérfico, pertencente ao grupo dos Actinomyces, (Camargo
et al., 2010). As infe¢es causadas por este agente em Vvarias espécies de animais de producao
sdo caracterizadas por processos piogranulomatosos crénicos (Motta et al., 2010). Segundo
Gomes (2015), nos bovinos, o C. pseudotuberculosis tem muitas apresentacdes clinicas.

O potencial deste agente para sobreviver varias semanas no ambiente, contribui para
a sua disseminacdo entre 0s animais, caracteristica essa que provoca perdas econdémicas
advindas da diminuicdo progressiva do ganho de peso e, eventualmente, morte causada por
toxemia (Camargo et al., 2010).

O diagndstico é efetuado através do cultivo do microrganismo, a partir do contetido
dos abcessos obtidos por puncdo aspirativa ou extirpacao cirdrgica (Motta et al., 2010).

No que diz respeito ao tratamento, a viabilidade intracelular do microrganismo,
limita a acdo dos antibidticos convencionais, o que explica 0s insucessos terapéuticos que sdo
creditados geralmente a dificuldade de obtencéo dos niveis terapéuticos nos locais de infecéo.
No entanto, muitas vezes o0s antibioticos escolhidos sdo oxitetraciclina, florfenicol,
eritromicina, sulfonamidas-trimetoprin, penicilina e rifampicina. Em animais de grande valor
zootécnico, a extragdo cirdrgica dos abcessos e/ou linfonodos externos é sugerida como parte
do tratamento (Motta et al., 2010).

A actinomicose é uma enfermidade cronica infetocontagiosa causada pela bactéria
Actinomyces bovis, que acomete principalmente os ruminantes e pode ser transmitida aos
humanos. E caracterizada pela presenca de lesdes granulomatosas e supurativas, localizadas
na maxila ou na mandibula. O diagnéstico baseia-se na biopsia e cultivo, contudo, na maioria
das vezes ¢ realizado pelo aspeto clinico da lesdo. O tratamento apoia-se na remocao cirurgica

da lesdo, associada & administracdo de iodeto de sodio e antibioterapia (Sturion et al., 2015).
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Para o controlo das doencas infetocontagiosas que afetam os animais, a vacinagao e,
atualmente, uma das estratégias mais eficazes. A auséncia de disponibilidade no mercado de
vacinas indicadas para a prevencdo de diversas doengas de etiologia bacteriana com grande
impacto na saude animal e/ou no rendimento zootécnico das espécies pecudarias tem
conduzido ao recurso a utilizacao de vacinas autdgenas (Carvalho, 2007).

A ideia de realizar um estudo sobre este tema surgiu apds a observacdo de varias
exploragcdes com sinais clinicos idénticos, sugestivos desta afecdo durante o estdgio, e em
nenhuma das quais teria sido instituido tratamento.

Na realidade agropecuaria de Portugal, a abordagem técnica e cientifica a
bovinicultura de carne € ainda escassa, sendo pouco usual a adesdo dos produtores a praticas
que ultrapassem o minimo sanitario imposto por lei, e havendo poucas publicac@es cientificas
nacionais a esse respeito.

Por coincidéncia, surgiram animais com sinais clinicos idénticos na vacada de um

familiar, e assim, a hipdtese de estudo e tratamento da afecéo.
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2. Revisdo Bibliografica

2.1. Corynebacterium pseudotuberculosis

2.1.1. Nota Historica

Em 1888, Edmond Nocard descreveu, pela primeira vez, bactérias pleomorficas num
caso de linfangite bovina. O bulgaro Hugo Von Preisz, em 1891, identificou bactérias
semelhantes numa cultura de um abcesso renal de ovelha. Como consequéncia destes relatos,
o microrganismo foi denominado, originalmente, como Bacilo de Preisz-Nocard. Na
Alemanha, em 1896, Lehmann e Neumann, renomearam a bactéria como Bacillus
pseudotuberculosis, do grego “pseudes tuberculosis”, que significa “tubérculos falsos”, em
virtude da semelhanca com o0s abcessos caseosos comummente encontrados na tuberculose
(Motta et al., 2010).

Eberson, em 1918, sugeriu nova classificagdo como Corynebacterium
pseudotuberculosis. Em 1923, com a edicdo do Manual Bergey, muitas das discrepancias
ficaram solucionadas, e o microrganismo foi agrupado no género Corynebacterium,
recebendo a nova denominacéo de Corynebacterium ovis. Em 1948, com a saida da 6.2 edicao
do Manual Bergey, foi-lhe atribuida a nomenclatura oficial de Corynebacterium

pseudotuberculosis, que se mantem até a atualidade (Ruiz et al., 2007).

2.1.2. Classificacao e descricdo do Agente

A espécie Corynebacterium pertence a familia Corynebacteriaceae da ordem
Actinomycetales. Corynebacterium pertence aos actinomicetos aerobicos, que também
contemplam outros microrganismos patogénicos para animais incluindo: Nocardia sp,
Rhodococcus equi, Mycobacterium sp e Arcanobacterium pyogenes, visto que partilham
certas caracteristicas da parede celular, incluindo a espessura, a presenca de acidos micolicos,
e o0s acidos gordos saturados e insaturados. Corynebacterium pseudotuberculosis
caracterizam-se como organismos em forma de cocobacilos, Gram positivos, plemorficos,
imoveis, desprovidos de esporos, medindo entre 0,5-0,8 mm por 1,0-3,0 mm, isolados ou em
grupos irregulares, em palicadas, decorrentes da grande quantidade de lipidos na sua parede
celular, particularmente o acido corinomicdlico. S&o microaerofilos (5% de gas carbdnico),
mas toleram condigOes de aerofilia em meios de cultura. S&o microrganismos intracelulares e
anaerdbios facultativos e multiplicam-se facilmente em temperaturas de cerca de 37° C e pH
7,0a7,2 (Dorella et al. (2006), Motta et al. (2010) e Markey et al, (2013).
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A classificacdo fenotipica de C. pseudotuberculosis, segundo Motta et al. (2010), é
fundamentada nas caracteristicas de cultivo microbiano e em provas bioquimicas. Os
microrganismos sao catalase e urease positivos, fermentam carboidratos sem a producgéo de
gas (maltose, manose, glicose) e ndo fermentam a lactose. Estes ndo possuem atividade
proteolitica, sendo portanto incapazes de hidrolisar a gelatina ou digerir a caseina. No meio de
agar sangue ovino ou bovino, C. pseudotuberculosis € isolado, caracteristicamente, a partir de
48 horas de incubacédo, apresentando coldnias brancas ou opacas, rodeadas por um halo de
beta-hemolise. Apds 72 horas de incubacdo, as colonias podem atingir 2 a 3 mm de didmetro
e assumem coloracdo creme-amarelada.

C. pseudotuberculosis possui dois biotipos denominados ovis e equi, que sdo
definidos pela sua capacidade de produzir a enzima nitrato-redutase, que permite a conversédo
do nitrato para nitrito em provas bioquimicas. O bi6tipo equi possui capacidade de reduzir o
nitrato a nitrito, enquanto que o bidtipo ovis ndo reduz este substrato. O bidtipo equi infeta,
preferencialmente, os equinos, enquanto que o bidtipo ovis acomete 0s pequenos ruminantes.
Os bovinos podem ser infetados pelos dois biotipos, com predominio do bidtipo equi. A
classificacdo dos biotipos de C. pseudotuberculosis, especialmente usando PCR e enzimas de
restricdo, tem retificado a classificacdo com base bioquimica pela redugcdo ou ndo do nitrato
(Motta et al., 2010).

A bactéria contem lipidos na parede ou &cidos corinomicolicos, a semelhanca dos
acidos micolicos presentes nos géneros Nocardia, Rhodococcus e Mycobacterium. Ao
contrario do que é caracteristica nas micobactérias ndo apresenta alcool-acido resisténcia. A
fracdo lipidica da parede dificulta o processo de fagocitose, pois impede a hidrolise
enzimatica dos lisossomas e potencia os efeitos citotoxicos no hospedeiro estando diretamente
relacionada com a caracteristica piogénica da afecéo, reconhecida como fator determinante na
viruléncia do microrganismo. A composi¢do da parede celular dos actinomicetos confere a
este grupo de patogéneos a capacidade de resisténcia ambiental por longos periodos, mesmo
sob condicdes adversas de exposi¢do a luz solar direta ou dessecacdo. C. pseudotuberculosis
mantem-se viavel 55 dias em objetos inanimados contaminados por pus, ou até 8 meses em
constante variacdo das condi¢des de temperatura e humidade (Motta et al., 2010).

A enzima Fosfolipase D, encontrada nas linhagens de C. pseudotuberculosis possui
acdo de exotoxina glicoproteica ou citotoxina capaz de hidrolisar a esfingomielina,
enfraguecendo as membranas celulares e favorecendo a infe¢do pelo microrganismo. O efeito

hemolitico da Fosfolipase D de C. pseudotuberculosis possui sinergia com a Fosfolipase C de
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Rhodococus equi, possibilitando a confirmacdo diagnostica destes microrganismos (Motta et
al.,2010).

Aparentemente, C. pseudotuberculosis ndo sintetiza outra citolisina com efeito
hemolitico, sendo que Baird e Fontaine (s/d, citado por Motta et al., 2010) descreveram que a
Fosfolipase D também atua sobre o endotélio vascular, aumentando a permeabilidade e
contribuindo para a disseminacdo do agente patogénico no local da infecdo primaria para os
linfonodos, determinando necrose dérmica, agregacdo plaquetaria e, em casos graves, faléncia
renal.

Segundo Gyles et al. (2010), outras espécies, incluindo Corynebacterium aquilae,
Corynebacterium capitovis, Corynebacterium caspium, Corynebacterium ciconiae,
Corynebacterium  falsenii,  Corynebacterium  felinum,  Corynebacterium  phocae,
Corynebacterium sphenisci, Corynebacterium spheniscorum, e Corynebacterium testudinoris,
tém sido isoladas em animais, mas sem nenhuma ligacdo a doencas.

As bactérias Corynebacterium spp que infetam animais e que tém um papel ativo na

producdo de doengas encontram-se enunciadas na tabela 1.

Corynebacterium Principal Outros
. Doenca . Doencas
spp hospedeiro hospedeiros
Bacteriemia,
C .amycolatum Homem endocardites, Bovinos Mastites

artrite séptica

C. auriscanis Céo Otites externas Homem
) ) ) Abcessos, hiperqueratose,
C. bovis Bovinos Mastites Homem, coelho )
dermatites

C. camporealensis Ovinos Mastites | = mmmmmmmmmmmmmm | mmmmemmeeeeeeeeee
o ) Cistites,

C. cystitidis Bovinos ) I B B

pielonefrites

C. felinum Felinos | | memmemmmmemmmeem | oo

Homem, Infegdes

C.glacuronolyticum ) | mmmmmmmmemmmm= | mmmmmemmmoeeeeooee
suino geniturinarias

Endocardites, B .
Infecdes do Sistema

C. jeikeium Homem bacteriemia, Gato .
o urinario
septicemia
Abcessos,
) Roedores de ) o
C. kutscheri pneumonia, Homem Aurterite séptica

laboratério
pseudotubercul
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ose
C. mastididitis Ovinos Mastites | = —emmemmmeemeem | e
C. matruchatii Equinos Cistites | = ——mmememeeem | e
o InfegBes ) ]
C. minutissimum Homem A Bovinos Mastites
cutaneas
] ) Cistites, . .
C. pilosum Bovinos ) ) Homem, equinos Endocardites
pielonefrite
_ Linfadenite
Ovinos, Homem, alpaca, ] )
) ) caseosa, ) Linfadenites, abcessos,
C.pseudotuberculosis Caprinos, ) ) bovinos, camelos, )
) pericardites, i mastites
equinos . . suinos, cervo
pleurite, celulite
o Ovinos, caprinos, o
) Cistites, Cistites,
C. renale Bovinos ) ) cervos, roedores de ) ) o
pielonefrites o Pielonefrites, osteomielites
laboratério
C. suicordis Suinos Pericardites | = --m-meememeem | s
Faringites, . o
o ] InfecBes respiratorias,
sinusites, Primatas, camelos, . .
C. ulcerans Homem L . linfadenite caseosa,
infecOes Gatos, bovinos .
) mastites
cutaneas
. Cistites, 3
C. urealyticum Homem ) ) Céo, gato
pielonefrites
) . Arterites, )
C. xerosis Suinos Caprinos Paratuberculose
abcessos

Tabela 1 - Bactérias Corynebacterium spp que infetam animais e tém um papel ativo na producdo de doencas. (Adaptado de
Gyles et al., 2010)

2.1.3. Epidemiologia

Corynebacterium pseudotuberculosis sdo bactérias cosmopolitas de distribuicdo
mundial que se encontram predominantemente no solo, na pele e nas mucosas dos animais
(Motta et al., 2010).

A linfadenite caseosa causada pelo agente é uma das doencas infeciosas com
prevaléncia mais elevada em paises com tradi¢do na criagdo de ovinos e caprinos (Belchior et
al., 2006). Conforme refere Radostits et al. (2002), esta ocorre na Africa do Sul, no Médio
Oriente, na América do Norte e do Sul, na Inglaterra e na maior parte das regides do norte e
sul da Europa.

A infecdo por Corynebacterium pseudotuberculosis € uma das doengas mais comuns

encontradas nos bovinos em Israel (Yeruham et al., 2003).
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A incidéncia da doenca, segundo Cheuquepan et al., (2008), tem aumentado nos
paises endemicos e aparecido noutros onde a enfermidade era considerada exdtica, como no
Reino Unido. A sua ocorréncia tem sido associada a maneios especificos, quando o0s animais
se alimentam de forragens secas, pelo que as estacdes de verdo tendem a ser épocas de maior
risco.

Apesar de existirem casos relatados em todo o mundo, séo as regides centro e sul do

estado da California as que apresentam maior nimero de casos (Rocha Balbino, 2011).

2.1.4. Transmissdo

O potencial do C. pseudotuberculosis sobreviver por varias semanas no ambiente,
contribui para a sua capacidade de propagacao dentro de um rebanho (Dorella et al., 2006).

Em bovinos, a infe¢do por C. pseudotuberculosis é normalmente, sequndo Motta et
al. (2010), associada a mau maneio higiénico das exploracdes, uma vez que é mais frequente
quando existem animais com lesdes cutaneas em ambientes muito himidos. Também se
coloca a hipotese da participacdo de insetos hemat6fagos na sua transmissao, lesionando
mecanicamente a derme, podendo estes contribuir para a incidéncia sazonal da doenca.

O microrganismo pode penetrar, através da mucosa bucal ou por inalacéo,
desenvolvendo abscessos pulmonares. O agente adota uma atitude de parasita intracelular
facultativo, ap6s a inoculacdo no hospedeiro (Gomes, 2015).

A contaminacgdo entre ovinos ou caprinos ocorre, especialmente, pela contaminacao
de superficies, que podem ocorrer durante procedimentos comuns, como as tosquias, as
castracBes, as marcacGes auriculares ou outras lesdes fisicas geradas por outras causas. A
contaminacdo de feridas, com secre¢des de animais infetados, € também comum (Dorella et
al., 2006).

Segundo um estudo realizado por Yeruham et al. (2003), numa exploragéo de
bovinos em Israel, a infecdo por Corynebacterium pseudotuberculosis, pode ser transmitida
entre rebanhos através da introdugdo de animais infetados em exploragGes livres de doenca.
Dentro de cada rebanho, a infecdo pode espalhar-se através do contacto direto entre os
animais ou por transmissdo mecanica através de insetos. O potencial para a contaminagdo do
meio ambiente a partir de um Gnico abcesso ulcerado é muito elevado, e a capacidade do
microrganismo sobreviver no solo e em fomites, assegura a sua presenca. O gotejamento da
glandula mamaria de um animal infetado também pode contaminar o ambiente e infetar

animais sdos. Como resultado da infecdo primaria de um animal, as bactérias podem tornar-se
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disseminadas. Parece que as condi¢des climatéricas e geograficas fazem variar a incidéncia da
doenca sazonalmente, e a idade e a raca dos animais sdo também potenciais fatores para a
ocorréncia da doenga.

A fonte natural da infecdo e os meios de entrada no hospedeiro ndo se encontram
bem documentados em bovinos (Sood et al., 2012).

Nos equinos, 0s vetores como a mosca domeéstica, Stomoxys calcitrans e Culicoides
apresentam uma grande importancia epidemioldgica na disseminagdo do microrganismo
(Motta et al., 2010).

2.1.5. Patogenicidade

As infecbes por Corynebacterium pseudotuberculosis sdo caracterizadas por
processos piogranulomatosos crénicos em algumas espécies de animais de producdo como 0s
ovinos e caprinos (Sood et al., 2012).

A espécie e higidez dos animais, o0s bi6tipos do microrganismo, a capacidade de
manutenc¢do no interior de fagocitos, o estabelecimento de lesdes piogranulomatosas, aliadas a
acao da enzima Fosfolipase D e a resisténcia aos antibidticos convencionais, provavelmente
determinam a patogenicidade do microrganismo e o estabelecimento das infecdes nos animais
(Motta et al., 2010).

A linfadenite caseosa € uma doenca crénica e contagiosa de ovinos e caprinos,
ocorrendo ocasionalmente em bovinos, equinos e suinos (Sood et al., 2012).

Muitos fatores contribuem para a sobrevivéncia e formacdo de abcessos. A
Fosfolipase D aumenta a permeabilidade vascular, um fator piogénico estavel que atrai
leucdcitos e a presenca de lipidos na superficie que séo toxicos para os leucocitos. A alta
quantidade de lipidos na parede celular, também faz parte dos fatores implicados na
patogenicidade e viruléncia do C. pseudotuberculosis. Estes permitem que o agente sobreviva
ileso dentro das células fagociticas do hospedeiro, produzindo abcessos nos linfonodos
regionais ou que sao levados pelos vasos linfaticos para outros orgaos internos. A doenca é
uma infegdo cutanea que se inicia com inflamacdo local, atingindo lentamente os linfonodos

regionais e formacao de abscessos (Sood et al., 2012; Gomes, 2015).

19



2.1.6. ManifestacGes Clinicas

2.1.6.1. Bovinos

A infecdo é raramente observada em bovinos, no entanto foi descrita pela primeira
vez, em 1888, num caso de linfangite. Mais tarde, foi descrito que o C. pseudotuberculosis
causa mastites, quer naturalmente, quer experimentalmente (Sood et al., 2012).

Segundo Gomes (2015), nos bovinos, o C. pseudotuberculosis tem muitas
apresentacdes clinicas, incluindo abcessos subcuténeos; linfangite ulcerativa; infegdes
viscerais acompanhadas, ou ndo, de abcessos subcutaneos; abcessos subcutaneos
acompanhados, ou ndo, de mastites; ou mastite isolada. Na mastite isolada, geralmente esta
associado ao “Biovar Equi”, enquanto que nos demais casos esta associado ao “Biovar Ovis”.
Os abcessos subcutaneos possuem um tamanho entre 15 a 20 cm de didmetro (variagéo entre
1 e 50 cm) e localizam-se, geralmente, na cabeca, pescoco, ombros, flancos e membros. Os
abcessos possuem consisténcia dura e fistulam, deixando verter um exsudato sanguinolento
ou purulento amarelado com estrias de sangue que evolui para a formacéo de lesGes ulcerosas.
Os linfonodos da regido atingida aumentam de volume (adenomegalia), mas ndo mostram
lesbes especificas. As formas viscerais sdo raras e caracterizadas pela presenca de abcessos
nas vias respiratérias e nos linfonodos internos. As mastites podem ser subclinicas ou clinicas.
Nas formas graves, o Ubere é o local de inflamacdo e a secrecdo lactea pode adquirir um
aspeto purulento, mas o estado geral dos animais ndo é necessariamente alterado.

O Corynebacterium  pseudotuberculosis  provoca linfadenite  ulcerativa,
especialmente devido a escoriacbes na parte distal dos membros. E uma doenca
moderadamente contagiosa, especialmente de equinos mas também registada em bovinos. A
infecdo das feridas da pele é seguida pela invasdo dos vasos linfaticos e do desenvolvimento
de abcessos no seu trajeto. No entanto, normalmente os outros linfonodos ndo sdo afetados
(Radostits et al., 2002).

Conforme referem Pereira et al., (2010), as lesdes primarias em bovinos consistem
em nddulos subcutaneos maltiplos na regido metacarpiana ou metatarsal. Os nddulos ulceram
periodicamente e drenam uma secrecdo mucopurulenta que varia de serosa a caseosa.
Inicialmente, antes da ulceracdo, os animais podem apresentar claudicacdo moderada, que
melhora a medida que a drenagem ocorre. Com o decorrer do tempo, 0s nédulos podem
coalescer ou formar corddes teciduais emaranhados, especialmente subcutdneos. N&o se

verifica a presenca de outros sinais para alem de claudicacdo e ulceracdo suave periodica.
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Yeruham et al. (2003) num estudo, com duracdo de 13 anos, reportaram a
identificacdo de C. pseudotuberculosis em 827 animais de 45 exploracdo em Israel, onde a
condi¢do se manifestou na forma cutdnea em mastites e na forma visceral. Na forma de
mastite que se verificou em 59 animais, o autor refere uma descida na producéo de leite e um
aumento das células somaticas. A forma cutanea da doenca ocorreu em 91,3% dos animais
infetados, a forma cutanea juntamente com a forma mastitica em 7,1% dos animais e a forma
cutanea aliada & forma visceral ocorreu, apenas, em 1,6% das 125 vacas infetadas e que foram
submetidas a exame post-mortem. Nao foram observadas formas mastiticas sem forma
cutanea associada. Os linfonodos regionais estiveram envolvidos em todos 0s casos, mas a
linfadenite generalizada e a linfangite ndo foram observadas. Na maioria dos casos ndo foram
observados sinais de doenca sistémica nos animais infetados.

No seu estudo, Yeruham et al., (2003), refere também a presenca de dermatite
necrética e ulcerativa no casco de novilhas de duas das exploragcfes estudadas, nos meses de
inverno, com taxas de morbilidade de cerca de 76,2%. A maioria das estirpes de C.
pseudotuberculosis que foram isoladas dos abcessos e das amostras de leite foram nitrato-
redutase negativo. A maioria dos casos (84,4%) ocorreu durante 0os meses secos do ano, entre
mar¢o a outubro. Em 38 das manadas estudadas, a infecdo durou cerca de 5 meses. Os
animais mais novos foram os mais suscetiveis.

C. pseudotuberculosis, forma visceral da doenca, foi descrito por Sood et al. (2012),
num vitelo na india, em que pela primeira vez apenas os linfonodos mesentéricos se
apresentavam infetados isoladamente. Segundo o autor, ha uma escassez de literatura sobre

linfadenite caseosa em bovinos em todo o mundo.

2.1.6.2. Pequenos Ruminantes

Em ovinos e caprinos, conforme Motta et al. (2010), a infecdo por C.
pseudotuberculosis provoca a linfadenite caseosa, doenca reconhecida e de importancia
mundial devido a sua alta prevaléncia e aos prejuizos econdmicos que pode causar. Esta
enfermidade provoca quebras na producdo de carne e de leite, depreciacédo da |4, atrasos de
crescimento, défices nos indices reprodutivos dos rebanhos, rejeicdo de carcacgas, gastos com
tratamentos veterinarios, refugo precoce e morte esporadica de animais.

A doenca é caracterizada por lesbes caseosas purulentas (granulomas) nos ganglios
linfaticos e, ocasionalmente, nos pulmdes, baco, rins e figado. Esta enfermidade pode

manifestar-se de duas formas: a linfadenite caseosa externa ou superficial, que é a forma
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clinica mais frequente, caracterizando-se pela formacdo de abcessos em nodulos linfaticos
superficiais,  principalmente  parotideos, = submandibulares, popliteos, precrurais,
supramamarios, préescapulares e em tecidos subcuténeos; e a linfadenite caseosa interna ou
visceral, forma subclinica, onde os abcessos se desenvolvem em nodulos linfaticos
mediastinicos e bronquiais, assim como em 0rgéos internos, como 0s pulmdes, rins, figado e
baco, no entanto, deve salientar-se que estas formas podem ocorrer simultaneamente no
mesmo animal. Quando a infecdo afeta o sistema respiratorio, os sinais clinicos incluem perda
de peso, dispneia, taquipneia e tosse crénica. Logo acredita-se que o envolvimento interno
contribua para a sindrome da “ovelha magra”, a qual se caracteriza pela perda cronica de
peso, subfertilidade, queda na producdo de leite e reducdo no ndmero de nascimentos de
borregos (Motta et al., 2010).

A palpacéo, existe um aumento de um ou mais linfonodos superficiais. Os abcessos,
comummente, rompem-se, eliminando pus cremoso a caseoso, sem odor. Os caprinos
apresentam maior proporcdo com lesdes nos linfonodos que drenam a cabeca, possivelmente
relacionadas a lesdes superficiais durante o pastoreio. Em ovelhas, € comum a disseminacéo
da infecdo do linfonodo supramamario para o tecido mamario, acarretando uma reducdo na
producdo de leite. As infecdes também podem ser assintomaticas, o que dificulta as analises
epidemioldgicas sobre a prevaléncia da doenca (Radostits et al., 2002).

O isolamento de C. pseudotuberculosis na espinal medula de um caprino foi descrito
por Karimi et al. (2003).

2.1.6.3. Equinos

Nos equinos, sdo reconhecidas duas formas clinicas de infecdo por Corynebacterium
pseudotuberculosis: a linfangite ulcerativa e os abcessos na derme (Gomes e. al., 2015).

A linfadenite ulcerativa era considerada de grande importancia e amplamente
distribuida durante a época do equino de trabalho. A infe¢do ocorre por meio de escoriaces
na zona distal dos membros e € mais frequente quando os equinos séo alojados em grupos, em
instalacOes sujas e sem higiene. O contacto é o principal meio de disseminacédo, no entanto, é
provavel gue haja transmissdo passiva pelas moscas (Radostits et al., 2002).

E uma doenca cronica que resulta na presenca de nédulos, abcessos, ulceras e feridas
localizadas nas extremidades distais dos membros. A infecdo esta associada a inflamacao néo
supurativa de vasos e linfonodos. Os abcessos subcutaneos tém uma evolugéo cronica e estdo

localizados, principalmente, na regido peitoral e ventral. Os equinos infetados podem
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apresentar bacteriemia, abcessos internos (pulmé&o, pericardio, peritoneu, rins, Utero,
mesentério, diafragma, etc.) e, mais raramente, abortos. A infecdo é acompanhada de febre e
perda de peso, e a taxa de mortalidade pode chegar a 40,5 %, na presenca de abcessos internos
(Gomes et al., 2015).

2.1.6.4. Suinos

Segundo um estudo realizado por Oliveira et al. (2014), o Corynebacterium
pseudotuberculosis, bidévar Ovis, foi isolado pela primeira vez em dez porcos pretos
alentejanos em duas exploracdes de Odemira. O agente foi isolado a partir de amostras
recolhidas de abcessos. A maioria dos animais infetados tinham menos de dez meses de idade,
as lesBes observadas eram especialmente abcessos com conteudo purulento localizados nos
linfonodos mandibulares e retrofaringeos, apesar de também serem encontradas noutros
locais. Cerca de 1% dos animais morreram devido a poliartrites e/ou infecdes disseminadas
noutros 6rgaos. Nos restantes casos a infecdo foi controlada e os animais ndo foram rejeitados

no matadouro.

2.1.7. Diagnostico

O diagndstico de rotina das corinebacterioses é fundamentado nos achados clinicos e
epidemioldgicos. Na linfadenite caseosa em pequenos ruminantes a palpacdo dos linfonodos
superficiais aumentados, aliados ao aspeto macroscépico dos exsudatos e & presenca de febre,
inapeténcia e emaciacdo sdo indicios da doenca em ovinos e caprinos. O hemograma revela
geralmente leucocitose com neutrofilia, e mondcitose, e anemia hemolitica do tipo
macrocitica normocromica. No entanto, estes achados ndo sdo patognomoénicos da doenca.
Niveis aumentados de fibrinogénio podem ocorrer em animais com lesbes abscedentes.
Contudo, animais com abcessos cronicos, particularmente os pequenos ruminantes, podem
apresentar parametros hematoldgicos normais. Na pratica, o diagnostico definitivo é firmado
pelo cultivo do microrganismo, a partir do conteddo dos abcessos obtidos por puncéo
aspirativa ou extirpagdo cirargica (Motta et al., 2010).

A analise microbioldgica inclui a bacterioscopia direta e o cultivo do conteudo dos
abcessos nas corinebacterioses. Na rotina é utilizada a coloracdo de Gram e Giemsa. Na
coloragdo de Gram, o0 microrganismo apresenta-se como cocobacilos Gram-positivos,
irregulares ou pleomorficos lembrando “letras chinesas”. No meio de agar-sangue ovino ou

bovino (5%) desfibrinado, as colonias sdo observadas ap0s aproximadamente 48 horas de
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incubacdo, de aspeto diminuto, brancas e secas, rodeadas por um discreto halo de beta-
hemolise. Como ja referido, a prova de reducdo de nitrato a nitrito diferencia os bi6tipos em
ovis ou equi, que apresentam, respetivamente, reac0es nitrato-negativas e nitrato-positivas.
Diferentes técnicas sdo utilizadas como alternativas no diagnostico das corinebacterioses,
incluindo a citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) e métodos soroldgicos. A citologia
das lesdes por C. pseudotuberculosis apresenta vantagens como baixo custo, simplicidade de
execucao, reduzida agressao no local da puncgdo e a possibilidade de diagnoéstico citoldgico,
num curto espaco de tempo, quando comparada a histopatologia. Assim, a CAAF pode ser
incluida como método pratico no diagndstico (Motta et al., 2010).

Véarios métodos soroldgicos tém sido utilizados no diagnéstico das corinebacterioses.
Estes ensaios soroldgicos sdo baseados em técnicas de imunofluorescéncia indireta,
microaglutinacdo, imunodifusdo em gel de &gar, inibicdo sinérgica da hemdlise, “western
blotting”, fixacdo de complemento, ELISA e hemaglutinagdo indireta. Testes alérgicos
também foram utilizados no diagndéstico da linfadenite caseosa (Motta et al., 2010).

Os testes de inibicdo de hemolise apresentam sensibilidade maior que 95%, em
alguns estudos realizados em ovinos e caprinos infetados, e uma sensibilidade muito baixa em
outros. Em geral, os testes ELISA que usam antigénios da parede celular apresentam boa
sensibilidade, mas moderada especificidade (Radostits et al., 2002).

Apesar da boa sensibilidade em geral, os métodos soroldgicos, segundo Motta et al.
(2010), apresentam como desvantagens resultados falso-positivos, devido a similaridade
antigénica entre as corinebactérias ou em animais vacinados contra a doenga. Recentemente,
foi utilizado no diagndstico a amplificacdo do DNA bacteriano pelas técnicas de PCR. A
técnica é altamente sensivel e especifica no diagndstico. Porém, tem como limitagdo o custo
de implantacdo inicial e eventuais reacOes cruzadas entre espécies geneticamente

relacionadas, como C. ulcerans (Motta et al., 2010)

2.1.8. Achados microscopicos das Lesoes
As lesdes nos linfonodos sdo caracteristicas por apresentar necrose caseosa na zona
central. Ao redor da zona central, encontra-se uma fina camada de macréfagos, células
epitelioides, misturadas com neutrofilos e linfocitos, rodeados por uma fina camada de tecido
fibroso (Sood et al., 2012). Microscopicamente, a arquitetura do linfonodo é destruida pelo
abcesso (Radostits et al., 2002). A calcificacdo distrofica também pode ser observada em

alguns locais (Sood et al., 2012).
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2.1.9. Achados Necroscopicos
Os achados necroscdpicos encontrados nas infe¢fes por C. pseudotuberculosis séo
abcessos caseosos preenchidos com pus amarelo-esverdeado que ocorrem principalmente nos
linfonodos e em menos extensdo nos oOrgdos internos. Numa fase inicial, o pus € mole e
pastoso e na fase final é firme e seco, com aparéncia lamelada caracteristica. Também pode
estar presente broncopneumonia com pus mais liquido e de coloracdo semelhante. A parede
fibrosa limitante vai sendo refeita, formando-se camadas do tipo casca de cebola, notadas

macroscopicamente (Radostits et al., 2002).

2.1.10. Tratamento

O C. pseudotuberculosis é sensivel a penicilina G, a oxitetraciclina, aos macrolidos,
as tetraciclinas, as cefalosporinas, a lincomicina, a associacdo trimetropim-sulfonamidas e a
rifampicina. A sensibilidade aos aminoglicosideos é variavel, diferindo segundo os bidvares.
Geralmente as linhagens do biovar Ovis sdo mais resistentes do que o bidvar Equi (Gomes,
2015). No entanto, no tratamento in vivo o0 microrganismo € refratario, devido,
provavelmente, a espessa capsula de tecido conjuntivo que reveste os abcessos tipicos e ao
denso conteludo caseoso presente no interior dos piogranulomas que dificultam a acdo dos
antimicrobianos. Outra propriedade de viruléncia é a viabilidade intracelular do
microrganismo que limita a acdo dos antibidticos convencionais. Assim sendo, 0S INsUCessos
terapéuticos sdo creditados, geralmente, a dificuldade de obtencdo dos niveis terapéuticos nos
locais de infecdo. Comummente os antimicrobianos escolhidos para o tratamento das infegdes
causadas por C. pseudotuberculosis séo oxitetraciclina, florfenicol, eritromicina, trimetropim-
sulfonamidas, penicilina e rifampicina (Motta et al., 2010).

Em animais de grande valor zootécnico, a extracdo cirurgica dos abcessos e/ou
linfonodos externos é sugerida como parte do tratamento. A extracdo dos linfonodos, uma vez
que retira 0 6rgdo de defesa regional, tem como inconveniente a predisposi¢do a disseminagéo
linfatica e infecdo de outros érgdos. Outra opgdo é a lancetagem dos nodulos, com limpeza
diaria até a cicatrizacdo com compostos iodados, aliado ao tratamento parenteral prolongado
até oito semanas com antimicrobianos (Motta et al., 2010).

De acordo com um estudo realizado por Yeruham et al., (2003), o tratamento
parenteral com penicilina e amoxiciclina falharam, no que diz respeito aos bovinos com

lesGes granulomatosas ulcerativas e o tratamento local de todas as formas de lesdes de pele foi
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0 mais efetivo. O facto da infecdo por C. pseudotuberculosis ter ocorrido apenas uma vez em
cada exploracdo infetada, durante o estudo, sugere que 0s animais podem ter adquirido
alguma imunidade a doenga.

A escolha de um farmaco leva em conta o teste de sensibilidade, o local da infecdo

(abcesso endurecido) e a toxicidade de certos antimicrobianos (Gomes, 2015).

2.1.11. Controlo da doenca e medidas profilaticas
O Corynebacterium pseudotuberculosis € um organismo insidioso que € de dificil
controlo, uma vez estabelecido num efetivo, pois a enfermidade é endémica, sendo quase
impossivel de erradicar. Nos programas de controlo, normalmente faz-se o refugo dos animais
com abcessos recorrentes, o isolamento de animais infetados e lancetam-se 0s abcessos. A
identificacdo dos animais infetados é muitas vezes dificil, uma vez que ndo se conseguem
observar 0s abcessos internos. O uso de vacinas efetivas pode vir a ser um método mais

promissivel de controlo desta doenca (Stanford et al., 1998).

2.1.12. Profilaxia através da vacinagao

A vacinacao é considerada também como acdo de profilaxia, reduzindo a ocorréncia
de abcessos no rebanho em até 70%. No entanto, em areas endémicas, a vacina isoladamente
ndo erradica a doenca (Motta et al., 2010).

A vacinacgdo para controlo da linfadenite caseosa foi descrita inicialmente em 1957
por Quevedo. Varias tém sido as tentativas de vacinacdo, mas, entretanto, todas elas
evidenciam apenas resultados insatisfatorios no que diz respeito aos indices de imunoprotecao
conseguidos em caprinos (Meyer et al., 2002).

As vacinas formuladas de concentrados do sobrenadante de culturas com C.
pseudotuberculosis inativado por formalina que contenham fosfolipase D apresentam
consideravel eficacia e encontram-se disponiveis em muitos paises. A vacinacao nédo confere
protecdo completa contra o desenvolvimento de abcessos, contudo, experiéncias de campo
controladas mostram uma diminui¢do no numero de animais que desenvolvem abcedacgdo e
reducdo do numero de abcessos nos ovinos infetados. Sugere-se que a imunidade contra
linfadenite caseosa esteja associada a atividade da antitoxina e, principalmente, seja mediada
pelas células, mas a imunidade colostral protege contra o desafio experimental nas primeiras
seis semanas de vida. A imunidade colostral afeta o desenvolvimento de imunidade pela

vacinacdo, logo, os borregos de rebanhos que apresentem alta prevaléncia, s6 devem ser
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vacinados ap0s dez semanas de idade. Em caprinos, a vacinacdo parece menos eficaz, uma
vez que apresenta pouca protecdo contra infecdo natural nas experiéncias de campo (Radostits
et al., 2002).

2.1.13. Implicagdes na saude publica

A doenca tem também uma importancia zoondtica, uma vez que, apesar de
raramente, pode causar linfadenite regional em humanos, principalmente em pessoas que
trabalham com animais e inspetores de matadouros. E portanto, uma zoonose profissional
pouco frequente, mas que nao pode ser subestimada (Sood et al., 2012).

A doenca pode ser transmitida dos animais aos humanos, embora isto ndo seja uma
condicdo necessaria, uma vez que as Corynebacterias podem ser isoladas naturalmente na
terra (Soerensen et al., 1999).

Segundo Gomes (2015), em 1979, na Australia, foram descritos 10 casos de
linfadenite humana causada pelo C. pseudotuberculosis, sendo que alguns deles estavam
associados aos pastores de ovelhas e funcionarios de matadouros. Em 1979, outro registo de
infecdo foi observado num estudante de medicina veterinaria com 28 anos que evidenciou um
tipo especial de pneumonia eosinofilica adquirida no laboratério, tendo a bactéria sido isolada
do aspirado transtraqueal e lavado bronquial. Em 1981, nos Estados Unidos, foi descrito um
caso idéntico num americano urbano com uma histéria de ingestéo de leite cru. Em 1995, em
Espanha, foi descrito um caso de um pastor de ovelhas de 34 anos. Em 1997, na Australia,
foram descritos mais 10 casos de infecdo humana. Em 2004, em Espanha, foi descrito,
novamente, um caso numa jovem. Em 2005, em Hong Kong, existe o registo de um caso raro
de infecdo oftalmica devido ao C. pseudotuberculosis. Em 2006, em Franca, existe 0 registo
de uma jovem de 12 anos de idade que apresentava linfadenite necrotizante causada pelo C.
pseudotuberculosis.

A excisao cirurgica dos linfonodos afetados é o procedimento basico e a terapia com
antibidticos é o tratamento complementar. O diagnéstico pode ser tardio em alguns pacientes
e noutros tem um curso clinico prolongado ou recorrente e/ou recuperagdo lenta (Gomes,
2015).
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2.2. Actinomyces bovis

2.2.1. Nota Historica

A actinomicose é uma enfermidade da antiguidade, tendo sido descoberta na
mandibula de um fossil de rinoceronte e nas costelas de um homem descoberto no sudoeste de
Ontéario, no Canada. No entanto, este organismo nunca foi convincentemente comprovado
como uma causa de actinomicose em seres humanos. Em 1877, Bollinger e Harz,
denominaram o género de Actinomyces quando descreveram a etiologia do agente da
actinomicose bovina, chamaram-lhe Actinomyces bovis. O principal agente patogénico para 0s
humanos, Actinomyces israelli, foi identificado por Israel, em 1878, em dois pacientes. Em
1891, Wolff e Israel descreveram suas caracteristicas culturais e o seu crescimento anaerdbio.
Desde entdo, estudos tém identificado outras espécies como: A. naeslundii, A. viscosus, A.
pyogenes, A denticolens, A. howellii, A. hordeovulneris e A. meyeriin em humanos, assim
como em cdes e gatos. A actinomicose é a doenca infeciosa mais comum em cangurus. Em
1958, Batty isolou A. odontolyticus de pessoas com céries dentarias em estadios avancados
(Cone et al., 2003).

2.2.2. Classificacao e descricdo do Agente

A classe Actinobacteria, segundo Markey et al. (2013), compreende um grupo
heterogéneo de procariotas, contendo alguns géneros com capacidade para formar filamentos
gram-positivos com menos de 1 um de didmetro. Assim, estas bactérias foram originalmente
caracterizadas como fungos. No entanto, os fungos sdo eucariotas e os seus filamentos sdao
sempre maiores que 1 um de largura.

Os principais agentes patogenicos para 0s animais da classe Actinobacteria séo
encontrados no geénero Actinomyces, Actinobaculum e Trueperella, da familia
Actinomycetaceae, 0 género Mycobacterium, Corynebacterium, Rhodococcus e Nocardia, da
familia Corynebacteriaceae, e o0 género Dermatophilus. Membros do género Nocardia estdo
intimamente relacionados com as espécies Corynebacterium, Mycobacterium e Rhodococcus,
mas as bactérias do género Actinomyces diferem destas na sua relagdo de guanina/citosina do
DNA e na composicao quimica da parede celular (Markey et al., 2013).

Conforme referem Carter et al. (2001), todos os Actinomyces que causam doenga nos
animais e humanos sdo comensais da orofaringe. As espécies importantes, das vinte

existentes, sdo as que se seguem: Actinomyces bovis: actinomicose em bovinos; Actinomyces
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viscosus: pneumonia, piotorax e infecdes subcutaneas em caes; Actinomyces hordeovulnaris:
pleurites, peritonites, piotérax e artrite séptica em cées; Actinomyces Naeslundii: Infecbes
esporddicas em suinos em recuperacdo apds aborto; Actinomyces suis: mastites
piogranulomatosas em porcas; Actinomyces israelii: actinomicose em humanos.

Os Actinomyces bovis sdo microrganismos anaerobios, filamentosos, ramificados,
ndo formadores de esporos e de propriedades morfotintoriais Gram-positivas (Andrews et al.,
2008).

Sdo habitantes naturais das membranas mucosas da cavidade oral, do aparelho
respiratorio superior e do aparelho digestivo da maior parte dos animais, (Antunes et al.,
2012).

As espécies de Actinomyces crescem bem em agar sangue de ovino ou bovino. O
microrganismo requer condi¢fes anaerdbias com 5-10% de CO, adicionado (H, + CO,
comercial) e é incubado a 37° C. O A. Bovis normalmente requer entre dois a quatro dias de

crescimento (Markey et al., 2013).

2.2.3. Epidemiologia

Os bacilos do género Actinomyces pertencem a microflora da cavidade oral e trato
gastrintestinal de mamiferos e de humanos. O agente primario da actinomicose/osteomielite
mandibular é o Actinomyces bovis (Antunes et al., 2012).

E uma doenca caracteristica dos bovinos, com uma epidemiologia muito tipica, que
pode apresentar varias formas consoante as localizagdes no animal. A forma primaria € a
localizada na cabecga, normalmente na mandibula ou maxila. Foram descritas também uma
forma torécica e uma forma abdominal (Mas et al., 2008).

Esta enfermidade é considerada de grande importancia devido a sua ampla
distribuicéo e a fraca resposta ao tratamento (Radostits et al., 2002) e pelo facto de acarretar
prejuizos econdmicos devido a perdas de peso ocasionadas pela dor durante a mastigacéo
(Antunes et al., 2012), sendo uma doenca esporadica (Radostits et al., 2002).

Em animais domesticos a actinomicose ocorre com maior frequéncia em bovinos e
equinos, de diversas idades, enquanto em ovinos é considerada de ocorréncia rara, (Antunes et
al., 2012). Podem também ocorrer casos eventuais em suinos (Radostits et al., 2002).

A incidéncia € maior em bovinos alimentados com palha e silagem, uma vez que 0s

alimentos grosseiros tém uma maior predisposi¢do para provocar lesdes orais. Esta doenca
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afeta todas as racas, idades e sexo de bovinos. Normalmente apenas uma pequena
percentagem é afetada num determinado tempo (Kumar et al., 2014).

A enfermidade é descrita em varios paises do mundo (Radostits et al., 2002),
especialmente nos que tém bovinos criados em pastagens, onde se encontram variaveis taxas

de prevaléncia (Andrews et al., 2008).

2.2.4. Transmissao

Como ja referido anteriormente, o Actinomyces bovis € um habitante comum da
cavidade oral dos bovinos, supondo-se que a infecdo ocorra por meio de ferimentos da
mucosa oral, causada por fragmentos pontiagudos de alimentos ou de corpos estranhos. A
infecdo pode também ocorrer pelos alvéolos dentarios. Em vitelos, a sua ocorréncia da-se
especialmente aquando da erupcao dentaria. A infecdo da parede do aparelho digestivo esta
possivelmente relacionada com lesdes provocadas por corpos estranhos pontiagudos
(Radostits et al., 2002).

De acordo com a Pan American Health Organization (PAHO) (2001) a infecéo ndo é

transmitida de animal para animal.

2.2.5. Patogenicidade

Para exercer a sua acdo patogénica, o A. bovis precisa de uma lesdo prévia dos
tecidos da cavidade oral, originando osteites e osteomielites granulomatosas, que se localizam
preferencialmente na mandibula (Mas et al., 2008).

A infecdo é enddgena, e as Actinomyces desenvolvem-se como saprofitas nos dentes
com céries, (PAHO, 2001).

Ndo foram identificados fatores de viruléncia especificos das espécies de
Actinomyces (Markey et al., 2013).

A actinomicose é uma doenca cronica infeciosa onde € produzida uma osteomielite
rarefeita nos ossos da mandibula. Nesse local, e onde houver envolvimento visceral, a leséo é
caracteristicamente granulomatosa (Radostits et al., 2002).

Contribuem para as lesdes granulomatosas evidentes tumefacdes, abcessos, trajetos
fistulosos e fibrose extensa (Andrews et al., 2008).

Né&o foram demonstradas exotoxinas associadas a esta bactéria (Carter et al., 2001).

Os efeitos no animal sdo unicamente fisicos. O envolvimento da mandibula causa

interferéncia na preensdo e mastigacdo dos alimentos, e quando ha envolvimento do trato
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digestivo ha interferéncia fisica nos movimentos do rimen e digestdo, resultando ambos em
desnutricdo parcial. Esporadicamente pode ocorrer em outros Orgaos pela disseminagédo

hematdgenea das lesbes primarias (Radostits et al., 2002).

2.2.6. Manifestacdes Clinicas

2.2.6.1. Bovinos

A actinomicose, conforme Tessele et al. (2014), caracteriza-se por uma osteomielite
e, embora ja tenha sido descrita em diferentes regides anatdmicas, como o pénis e a traqueia, a
lesdo cléssica é localizada na mandibula e, mais raramente, na maxila. A osteomielite
desenvolve-se por extensdo direta por infecdo da gengiva ou periodontal ou através dos vasos
linfaticos.

O Actinomyces bovis é a causa primaria, mas outras bactérias podem estar presentes
em lesBes extensas (Radostits et al., 2002).

Os sinais clinicos caracterizam-se pela presenca de tumefacbes ou massas de
consisténcia dura, localizadas nas regibes dos dentes molares ou pré-molares,
preferencialmente na mandibula e, ocasionalmente, na maxila. A presenca de pus amarelado e
granulos de enxofre pequenos e duros observa-se principalmente nos casos em que ha
fistulizacdo, (Antunes et al., 2012). O osso infetado fica espessado como consequéncia dos
maultiplos piogranulomas, que d&o a superficie de corte do 0sso a aparéncia de um favo de mel
(Tessele et al., 2014).

O primeiro sinal clinico quando a maxila € afetada, pode ser dificuldade respiratéria
devido ao envolvimento dos 0ssos nasais. As alteracbes macroscopicas sdo caracterizadas por
uma osteomielite proliferativa que altera a conformacdo dos ossos da mandibula, causando
danos nos dentes, com presenca de tecidos de cicatrizacdo abundantes e fistulas (Antunes et
al., 2012).

Segundo Dubarr et al., (2004), a actinomicose adota trés formas principais, de acordo

com a localizagdo das lesGes: cervico-facial, toracica e abdominal. A forma cervico-facial
pode iniciar-se como uma massa flutuante localizada debaixo da mandibula ou com um
abcesso doloroso, de progressdo mais rapida, localizado na mesma zona, na regido parotidea
ou no pescoco. Esta forma de apresentacdo associa-se frequentemente a uma patologia crénica
da cavidade oral. Posteriormente, o abcesso fistula a partir de varias fistulas, drenando um
exsudado purulento que contem as drusas, concre¢des amareladas, esféricas, com mais de 1

mm de didmetro. O processo pode disseminar-se através dos planos de continuidade dos
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tecidos, podendo afetar a lingua, as glandulas salivares, os 0ssos do cranio, e as meninges,
entre outros. Na forma toracica o microrganismo pode instalar-se nos pulmdes, através da
aspiracdo das secrecOes orais, provocando necrose do parénquima e dando lugar a formacéo
de abcessos similares aos que ocorrem na tuberculose pulmonar. Estes podem fistular através
da pleura, parede costal e pele, drenando para o exterior. E frequente a ocorréncia de dor

torécica, febre, tosse com expetoracdo abundante e perda de peso. Na forma abdominal o

microrganismo que esta contido nas secre¢des orais ingeridas com o alimento, penetra através
de lesbes da mucosa gastrointestinal, provocando necrose dos tecidos e formacéo de abcessos

na parede do estdbmago, intestinos e peritoneu. Outras Formas: Muito raramente as leses

podem localizar-se nas valvulas cardiacas, no cérebro, no reto ou anus ou no tecido
subcutaneo. Também se pode produzir uma actinomicose generalizada, fendmeno que ocorre

através da disseminacdo hematogénia da bactéria, afetando assim varios 6rgaos.

2.2.6.2. Pequenos ruminantes
Em pequenos ruminantes a actinomicose € considerada uma afecéo rara, visto que
em animais de producdo a doenca é observada com maior frequéncia nos bovinos. A
prevaléncia da actinomicose em pequenos ruminantes € maior em espécies silvestres,
variando de 0,4% a 29,3% (Antunes et al., 2012).

2.2.6.3. Suinos
Raros casos ocorrem em suinos devido a actinomicose visceral, sendo mais comuns
as extensas lesbes cutaneas granulomatosas, principalmente sobre o Ubere (Radostits et al.,
2002).

2.2.6.4. Equinos
Segundo Nicolas (2007), a actinomicose ndo é uma doenca incomum em veterindria,
mas normalmente em equinos esta mais associada a lesdes no tegumento. No entanto, o autor
descreveu pela primeira vez um caso de actinomicose num equino, com lesGes na mandibula,

consequéncia de uma inflamacéo da gengiva.

2.2.7. Diagnostico
As amostras para diagnoéstico incluem pus, exsudados, tecidos e material proveniente

de raspagens internas das paredes dos abcessos, caso se tenha efetuado inciséo. A quantidade
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de pus deve ser significativa. Seccdes finas de granulomatomas em formalina a 10% s&o uteis
para o exame histopatoldgico (Markey et al., 2013).

O diagnéstico de rotina é baseado nos achados epidemioldgicos, sinais clinicos e
exames complementares, que incluem cultivo microbioldgico, exame radiografico, esfregacos
corados pelo método de Gram e histopatologia. A visualizacdo de rosetas com clavas na
histopatologia, somada ao seu isolamento e achados clinicos permitem confirmar o
diagnédstico. A citologia aspirativa seguida de bacterioscopia é utilizada na rotina de
diagndstico de outras doencas, como nas infe¢cGes por Corynebacterium pseudotuberculosis,
possibilitando diagndstico acurado, rapido, de simples execucdo e de baixo custo. Apesar da
visualizacdo de bacilos Gram-positivos de aspeto filamentoso na bacterioscopia, é necessario
para o diagndstico definitivo o isolamento do microrganismo e sua caracterizacao bioquimica,
em virtude da similaridade da leséo bucal da actinomicose com a actinobacilose e nocardiose.
Na actinomicose, a visualizacdo de clavas pode ou nédo estar presente e sua auséncia pode
estar associada a regressdo da lesdo (Antunes et al., 2012).

Os principais diagnosticos diferenciais sdo: actinobacilose causada pelo
Actinobacillus lignieressi, abcessos ocasionados por Arcanobacterium pyogenes,
Staphylococcus spp., € Nocardia spp. e corpos estranhos na cavidade oral (Antunes et al.,
2012).

2.2.8. Morfologia Colonial e Aparéncia Microscépica

As colonias de Actinomyces bovis sdo, ndo hemoliticas, sdo brancas, asperas ou lisas
e aderem muito bem em meios sélidos. As coldnias nunca atingem um didmetro superior a
Imm. Em coloragbes de Gram, as bactérias mostram-se Gram positivas, em forma de
filamentos ligeiramente ramificados ou formas curtas. O Actinomyces bovis cresce bem em
meio tioglicolato, tendo um crescimento difuso em cerca de 7 a 10 dias (Markey et al., 2013).

Microscopicamente, conforme Mas et al. (2008), a lesdo caracteriza-se pela
formacgdo de granulomas cujo centro € constituido por areas de necrose, onde aparecem
massas de bacilos e uma substancia filamentosa e aciddfila, originada por estes na periferia.
Os fendmenos de calcificacdo podem acompanhar o processo. Rodeando esta zona aparecem
grandes quantidades de neutrofilos, macrofagos e células gigantes multinucleadas. Por Gltimo,
no estroma fibroso que rodeia o granuloma aparecem infiltrados de células plasmaticas e

linfocitos.
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Figura 1 - Actinomicose em bovino: Osteomielite
piogrnulomatosa. Piogranuloma com bacilos filamentosos no
centro no meio de trabéculas osseas. HE. Obj. 20x
(Adaptado de Tessele et al., 2014).

Na Figura 1, Actinomicose em bovino, verifica-se a presenca de Osteomielite
piogranulomatosa e Piogranuloma nas trabéculas 6sseas (TO). No centro desses
piogranulomas (por¢do central superior da figura) observam-se estruturas constituidas por
uma massa interna de bacilos filamentosos que, na coloragdo de Gram, ficam coradas de azul,
e uma periferia com clavas eosinofilicas, rodeadas por neutr6filos e macrofagos epitelioides

(Tessele et al., 2014).

Aglomerado de Bacilos filamentosos. MacCallum-
Goodpasture. obj 100x (imersdo) (Adaptado de Tessele et
al., 2014).

Na Figura 2, Aspeto histologico da actinomicose bovina, observa-se a presenca de
aglomerado de bacilos filamentosos (corados de azul), podendo ser observados nos cantos
superior e inferior direito da figura (Tessele et al., 2014).
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2.2.9. Achados Necroscopicos

A necropsia, segundo Radostits et al. (2002), é comum a observacdo de 0sso
rarefeito, e a presenca de cavidades e fistulas que contém pus, semelhante a soro de leite,
assim como pequenos granulos arenosos. E constante uma reagdo tecidular extensa a volta da
lesdo, que pode disseminar-se para tecidos moles adjacentes. O que caracteriza a enfermidade
é a presenca de aglomerados de colonias que contém tipicas bactérias filiformes. Estas
formacgdes podem ser observadas no exame microscépico dos esfregacos de pus ou em
exames de cortes histoldgicos. As lesdes granulomatosas que contém pus podem ser
encontradas na goteira esofagica, regido inferior do eso6fago e parede anterior do reticulo. A
disseminacdo dessas leses pode causar uma peritonite local cronica. Os linfonodos locais ndo

sdo afetados, independentemente do local da infecdo (Radostits et al., 2002).

2.2.10. Tratamento

A relacdo entre o custo-beneficio deve ser tida em conta no tratamento da
actinomicose, ja que as lesdes crénicas de longa duracdo ndo respondem prontamente ao
tratamento. Se as lesdes forem pequenas e circunscritas podem ser removidas cirurgicamente.
Noutros casos, a curetagem também pode ser realizada sobre os abcessos fistulados (PAHO,
2001).

A reduzida eficiéncia terapéutica na actinomicose é justificada pela dificuldade dos
antimicrobianos em atingirem concentragdes terapéuticas no interior do foco
piogranulomatoso, muitas vezes recomendando-se a eutanasia (Antunes et al., 2012).

Segundo um estudo realizado por Kumar et al. (2014), foi efetivo o tratamento de
animais infetados com administracdo parentérica de penicilina em combina¢do com
estreptomicina, juntamente com a administracdo oral de iodeto de potassio e o tratamento
local das lesGes com povidona de iodo.

Segundo Radostits et al. (2002), a estreptomicina, administrada por via intramuscular
(5g/dia durante trés dias) e repetida se necessario tem dado bons resultados nos casos de
actinomicose em Bovinos, quando combinada com iodetos e tratamento cirdrgico local. O
tratamento com iodetos, como o iodeto de potassio ou o iodeto de sédio, é ainda o tratamento
padrdo, tendo vindo a mostrar melhores resultados para a actinobacilose do que para a
actinomicose. Os iodetos podem ser usados por via oral ou intravenosa. O iodeto de potassio

administrado por via oral como beberagem aos bovinos, na dose de 6 a 10g/dia, durante 7 a 10
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dias, € um tratamento demorado que o autor considera eficaz. Tanto em bovinos, como em
ovinos, pode administrar-se iodeto de sodio a 10% na dose de 19/12 kg de peso corporal por
via intravenosa, em dose Unica.

Blowey et al. (2008) sugere a injecéo de penicilina no local da lesdo.

2.2.11. Controlo da doenca e medidas profilaticas
O controlo da actinomicose é realizado evitando-se alimentos grosseiros. Os animais
que ja possuem lesdes devem ser isolados do rebanho e as instalacbes devem ser devidamente
desinfetadas (Antunes et al., 2012).
A enfermidade ndo se dissemina rapidamente, a menos que fatores ambientais

possam causar alta incidéncia de laceragOes da cavidade oral (Radostits et al., 2002).

2.2.12. ImplicacOes na saude publica

Como referido anteriormente, os bacilos do género Actinomyces pertencem a
microflora da cavidade oral do trato gastrintestinal dos humanos.

Em seres humanos o agente mais comummente implicado nas infecdes orais € o
Actinomyces israelii (Antunes et al., 2012).

A infe¢do em animais, segundo PAHO (2001), ndo é transmitida ao homem, nem é
transmitida de pessoa para pessoa. As espécies de actinomyces que afetam o Homem séo
diferentes das que afetam os animais. Raramente € o A. israelli encontrado em animais ou A.
bovis encontrado no homem. No entanto, alguns relatos referem o isolamento de A. israelli
em animais e A. bovis no homem, como, por exemplo, um estudo realizado por Hidalgo et al.
(1960), que relatou um caso de actinomicose cervicofacial num humano em que o agente
etioldgico foi 0 A. bovis.

Em estudos realizados em varios paises foram encontrados Actinomyces em 40% das
amigdalas excisadas, tendo sido isolados em 30% a 48% de amostras de saliva ou de material
de dentes com caries, bem como de secre¢des vaginais de 10% das mulheres que usam

dispositivos contracetivos intrauterinos (Hidalgo et al., 1960).

2.3. Vacinas autdgenas
2.3.1. Historia das vacinas autégenas
No inicio do século XX, Sir Almroth Edward Wright desenvolveu a ideia da

utilizacdo de vacinas produzidas a partir dos agentes infeciosos isolados num dado paciente
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para promover a cura desse mesmo paciente. Um dos principais interesses deste
bacteriologista e imunologista inglés era o tratamento imunolégico das infe¢bes. Wright
acreditava convictamente que a imunizagédo era a chave para o tratamento das infegcdes tendo
mantido esta opinido mesmo depois do aparecimento dos primeiros antibioticos (Turk, 1994).

A utilizacdo terapéutica de vacinas baseava-se na inoculacdo, num local do corpo do
paciente que ndo aquele afetado pela doenca, de um produto inativado contendo a bactéria
isolada do local de infecdo. O objetivo seria estimular o sistema imunitario do paciente de
modo a aumentar as defesas deste para que a infecdo fosse combatida mais eficazmente. Para
iSSO era necessario ter em atencdo 0s seguintes aspetos: um diagnostico bacterioldgico
completo e correto, o médico tinha que possuir conhecimentos de bacteriologia, de
imunologia e das doses a utilizar em cada caso, tinha que existir uma ligac&o linfatica entre o
local de inoculacdo e o local da infecdo, havia um limite quanto a eficacia das inoculacdes que
dependia da capacidade de resposta individual de cada paciente, no caso de infecdo cronica
era necessario proceder a uma série de inoculagbes que ndo excluiam a possibilidade de
recaida até que o foco infecioso tivesse sido completamente debelado e, por Gltimo, a dose a
utilizar tinha que ser controlada pelo index de opsonizagdo (medida da capacidade fagocitaria
dos leucdcitos do sangue) (Wright, 1910).

Sir Almroth Wright considerava que estas vacinas terapéuticas apenas deviam ser
utilizadas em casos de infe¢bes bacterianas localizadas e ndo nas situacfes de septicémia. Isto
porque apenas no primeiro caso o organismo do paciente teria capacidade de resisténcia ainda
ndo esgotada que podia ser estimulada pela inoculagdo da vacina (Wright, 1903).

Em veterinaria, a primeira vez que se utilizou uma vacina autdégena foi para a
colibacilose (Escherichia coli) em suinos na década de 1970. Esta foi uma vacina oral. As
vacinas autogenas foram desenvolvidos a partir do contetdo intestinal de leites com diarreia.
Esses contetdos foram cultivados em leite e administrados na alimentagéo de porcas prenhes
um més antes do parto. Segundo o autor, as vacinas autdgenas de administracdo oral tém uma

gernde eficacia em doengas do trato intestinal (Chase, 2000).

2.3.2. Vacinas autdgenas de uso veterinario, autovacinas e vacinas de rebanho
Segundo o disposto na alinea 0), do artigo 3.°, do Decreto-Lei n.° 148/2008, de 29 de
julho, uma autovacina ou vacina de rebanho é “um medicamento veterinario imunoldgico

inativado, preparado a partir de agentes patogenicos e de antigénios provenientes de um
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animal ou de animais de uma exploracao, utilizados no tratamento do animal ou dos animais
da mesma exploracédo”.

As vacinas autogenas sdo utilizadas na criagdo de bovinos para tratamento de
doencas infeciosas cronicas ou como tratamento terapéutico preventivo (Nolte et al., 2001).

A vacinacdo terapéutica é uma alternativa a antibioterapia parenteral e pode ser
usada durante um surto de doenca. A vacinacgdo de rebanho é aconselhavel durante o periodo
de transmisséo da doenca, se uma alta percentagem do rebanho estiver infetada e se houver
um histérico de insucesso com 0s tratamentos convencionais nessas mesmas condicfes, nessa
mesma exploracdo. A resposta clinica inicia-se dois a trés dias apds a vacinacdo, sendo uma
alternativa importante, quando ndo houver condicdes para tratar e manejar a manada
adequadamente (Hosie, 2004).

A vacina de rebanho mais comumente conhecida era utilizada contra a papilomatose
bovina, no entanto segundo o disposto na alinea c), do artigo 92.°, do Decreto-Lei n.°
148/2008, de 29 de julho, foram proibidas em Portugal quais queres vacinas de rebanho
produzidas a partir de virus.

Segundo Flores, (2007) podem ser produzidas para a maioria das doencas bacterianas
como as mamites. No entanto, segundo a alinea €), do artigo 92° do Decreto-Lei n.° 148/2008,
de 29 de julho) as bactérias utilizadas ndo podem fazer parte objeto de planos de erradicacéo e
controlo.

Em veterinaria, uma autovacina pode ser usada no préprio animal a titulo curativo,
mas dadas as possibilidades de contagio dos que estdo no mesmo rebanho, em muitos casos, é
aconselhdvel usar o0 mesmo microrganismo ou microrganismos da autovacina, para a
formulacdo de vacinas de uso profilatico nos animais ainda sadios do rebanho, conviventes
com os doentes ou expostos a infe¢do, impedindo assim que se dissemine a doencga (Cury,
1972).

Podem ser associados varios microrganismos na mesma vacina autégena, embora
seja desaconselhavel a incorporagdo de microrganismos sem significado, s6 pelo facto de se
encontrarem no material clinico. Todavia, € evidente que, tendo as autovacinas uma
concentracdo total de microrganismos, aproximadamente constante, sendo as doses pre-
estabelecidas, quanto menos espécies de microrganismos contiver, maior serd o estimulo

antigénico especifico para cada agente (Cury, 1972).
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2.3.3. Recolha de amostras para formulacéo de vacinas de rebanho

O primeiro passo para iniciar um programa de vacinacao de rebanho é nomear uma
cultura do organismo que causa a doenca. Um organismo bacteriano deve entdo ser
identificado, pelo menos, 0 seu género e a espécie, se possivel. A amostra pode ser enviada
para um laboratério de diagnéstico. E aconselhavel enviar amostras de diversos animais para
a cultura. Se 0 mesmo microrganismo € encontrado em mais do que um animal, este
representa uma melhor hip6tese de ser o microrganismo causador da doenca (White, 2007).

A selecdo das espécies de microrganismos de amostras recolhidas, para incorporagdo
numa vacina autdégena nao €, na pratica, tdo facil quanto se poderia julgar. Em muitos casos
surgem duvidas sobre o papel patogénico de certos microrganismos. J& se tem observado
casos de microrganismos considerados saprofitas desempenharem papel patogénico em certas
ocasides e sob determinadas condigdes. A recomendacdo, regra geral é, sempre que haja
duvida, incluir a espécie de microrganismo em questdo na autovacina ou vacina de rebanho
(Cury 1972).

O diagndstico e sinais clinicos devem estar em consonancia com o resultado obtido
na identificacdo do microrganismo que foi cultivado. A selecdo dos animais para se obter uma
cultura adequada é muito importante. Um animal gravemente doente que ndo tenha sido
tratado com antibidticos é a melhor escolha. As amostras devem ser recolhidas de forma mais
asséptica possivel. Consoante o tipo de amostra, estas devem ser armazenadas em recipientes
estéreis adequados e identificados, devendo também ser colocadas em contentores, com
pacotes de gelo para refrigeracdo e enviadas para entrega, de acordo com as diretrizes do

transportador utilizado para fornecer a amostra para o laboratoério (White, 2007).

2.3.4. Processo de Produgdo das vacinas autdgenas bacterianas inativadas de uso
veterinario

ApOs a rececdo da(s) amostra(s) o laboratério fara, entdo, o diagnostico
bacterioldgico da afecdo através do isolamento do(s) agente(s) bacteriano(s) responsavel(eis)
pelo aparecimento da doenca na exploracao pecuaria (Carvalho, 2007).

O principal requisito para a formulagéo das vacinas autdgenas consiste em estimular,

ou pelo menos preservar, as qualidades antigénicas dos microrganismos (Cury 1972).
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2.3.4.1. Sementeira e Cultura

O processo de producdo das vacinas autdgenas ou de rebanho inicia-se com a
sementeira e cultura dos isolados bacterianos obtidos a partir das amostras colhidas dos
animais doentes de uma determinada exploracdo. Estes processos sdo normalmente divididos
em varias fases intercaladas por periodos de incubacdo a temperatura e atmosfera adequadas
com o objetivo de criar uma concentracdo de cultura suficiente para a elaboracdo de um lote
de vacina. As condigdes de incubagdo e os meios de cultura utilizados variam consoante o
agente bacteriano em causa (Carvalho, 2007).

Os microrganismos podem ser utilizados para a producdo de vacinas, durante 15
meses a partir da data de isolamento ou de 12 meses a partir da conclusdo da primeira série de
producdo. Os microrganismos isolados a partir de uma unidade de producéo animal sé podem
ser utilizados para fazer uma vacina autgena para essa exploracdo. Salvo raras excecdes, se
solicitadas pelo veterinario, podem ser feitas vacinas para serem utilizadas em unidades de

producdo ndo relacionadas (White, 2007).

2.3.4.2. Inativacao

O segundo passo de producdo, apds a obtencdo da concentracdo de cultura adequada,
corresponde a inativacdo dessa mesma cultura através da adicdo de um agente inativante, o
formaldeido em concentracdes que variam entre 0,2% e 0,5%, podendo, em alguns casos,
atingir 1%. A concentracdo do agente inativante utilizado depende do tipo de agente
microbiano em causa e ndo devera ser demasiado elevado. Caso isso aconteca, corre-se 0
risco de provocar a desnaturacdo das proteinas com a alteracdo dos respetivos antigénios. Para
assegurar que as bactérias presentes sdo todas inativadas efetivamente, a cultura permanece
em contacto com o0 agente inativante durante alguns dias, tendo esta que ser agitada
regularmente no decorrer desse periodo. No fim deste processo é realizado um teste de
controlo da eficiéncia da inativagdo através da sementeira das amostras de cultura num meio
adequado, seguida de incubacgéo a temperaturas e atmosfera apropriadas por um determinado
periodo de tempo para se verificar se existe ou ndo crescimento bacteriano (Carvalho, 2007).

2.3.4.3. Centrifugacao
O terceiro passo do processo corresponde a centrifugacdo, que tem como objetivo

concentrar os microrganismos inativados e remover o agente inativante (Carvalho, 2007).
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2.3.4.4. Ressuspensdo da cultura inativada

De modo a permitir a realizacdo da diluicdo final da cultura que se pretende utilizar
na vacina, o concentrado de cultura bacteriana inativada resultante da centrifugacdo é
novamente suspenso num soluto apropriado. Para se garantir que a concentracdo celular da
diluicdo final da suspensdo é adequada, esta é conferida por comparacdo com os padrfes da
Escala de McFarland. Esta concentracdo final pode variar consoante 0s microrganismos
utilizados. Comummente utilizam-se culturas com uma concentragdo de aproximadamente
1500 x 10° bactérias/mol, o que corresponde ao valor 5 da Escala de McFarland (Carvalho,
2007).

2.3.4.5. Adicao do adjuvante
O adjuvante ¢ utilizado com o objetivo de induzir uma resposta imunitaria adequada
aos animais aos quais a vacina é aplicada, uma vez que esta € inativada. O hidréxido de

aluminio é usualmente utilizado como adjuvante (Carvalho, 2007).

2.3.4.6. Acerto do pH
Nesta fase, é realizada a verificacdo do pH da mistura e feito o acerto para valores
entre 6,8 e 7. Uma vez que as vacinas se destinam a ser administradas por via parenteral, é

indispensavel gque possuam um pH apropriado a homeostasia dos animais (Carvalho, 2007).

2.3.4.7. Adicao do agente conservante
Para garantir a manutencao de boas condi¢6es da vacina durante o periodo de tempo
em que estd a ser aplicada aos animais e uma vez que estas vacinas sdo normalmente
acondicionadas em recipientes com capacidade para multiplas doses, € aceitavel a adicdo de
um agente conservante, como por exemplo o mertiolato de sédio (Carvalho, 2007).

2.3.4.8. Enchimento
A vacina e distribuida por um numero de recipientes individuais adequados a

dimensdo do lote requerido, que sdo normalmente de vidro (Carvalho, 2007).

2.3.4.9. Rotulagem
Para garantir uma correta identificacdo do lote da vacina autdgena, procede-se a

rotulagem dos frascos, com a identificacdo do lote, podendo aquela conter também
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informacdes referentes a posologia, modo de administracdo e conservacdo da vacina
(Carvalho, 2007).

2.3.4.10. Armazenamento e envio a exploracéo
Por fim, a vacina é armazenada e enviada a exploracdo pecuéria ou centro de
atendimento médico-veterinario de destino. Estes procedimentos devem obedecer a condicbes
de temperatura adequadas, entre 3° a 5° C (Carvalho, 2007).

2.3.5. Reac0es adversas da vacinagao

A melhor maneira de proteger os animais contra as doencas infetocontagiosas é a
vacinagdo, que continua a ser a unica forma segura, confiavel e eficaz. Normalmente a
toxicidade associada as vacinas € rara, leve e transitdria e os efeitos colaterais ndo devem
prevalecer. No entanto, o uso de vacinas ndo esta livre de riscos. Os riscos mais significativos
associados a vacinacdo sdo a viruléncia residual, a toxicidade, as respostas alérgicas, 0
desenvolvimento da doenca em animais imunodeprimidos, as complicacdes neuroldgicas e 0s
efeitos prejudiciais aos fetos. Uma vez que as vantagens da vacinacdo s@o vastas e se
encontram bem documentadas, o argumento sobre o risco associado a vacinacdo permanece,
em grande parte, tedrico (Tizard, 2014).

As vacinas desencadeiam frequentemente reaces inflamatdrias temporarias e um
determinado grau de inflamagdo € indispensavel para a inducdo de uma resposta imune
protetora eficaz. A ocorréncia de edemas no local da injecdo é a reagdo mais comum. Os
aumentos de volume locais podem ser edematosos ou sélidos e podem ser quentes ao toque.
Estes observam-se aproximadamente um dia ap0s a vacinacdo e podem durar cerca de uma
semana. Os edemas deixam poucas marcas, a ndo ser que se desenvolvam abcessos (Tizard,
2014).
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As vacinas com microrganismos Gram-negativos inativados tém tendéncia a
provocar maiores reaces, uma vez que podem ser intrinsecamente tdxicas devido a presenca
de endotoxinas, que podem causar a libertacdo de citotoxinas, podendo ocorrer choque, febre
e leucopenia. As injecBes multiplas de antigénios nas vacinas inativadas estdo mais

frequentemente associadas a todas as formas de hipersensibilidade (Tizard, 2014).

Reagoes vacinais

Erros Toxicidade Respostas
] “normal” inadequadas
|
Erros Erros - T L
na na Febre, Hipersensibilidades Reagoes Reagoes contra
fabricacao administracao indisposi¢ao, neurolégicas  corpos estranhos
| inflamagao
b e dor =t
Contaminacéo Neurite Encefalite
Contaminacéo Toxicidade ;- ... Tipo | Tipo Il Tipo IV Fibrossarcomas

vical alipica o icyal |
bacleriana I

T =
doenca clinica
e obito fetal

Figura 3 - Classificagdo simplificada dos principais efeitos adversos da vacinacgéo (Tizard, 2014, p. 278)

Uma reacdo de Hipersensibilidade Tipo | é uma resposta imediata a um antigénio e
ocorrendo dentro de poucas horas apds exposicdo ao mesmo. As reagdes que ocorrem em
mais de 2 a 3 horas apds a administracdo da vacina provavelmente ndo sdo reacdo de
hipersensibilidade tipo 1. As reacGes de Hipersensibilidade tipo Il também podem causar
inflamacdo local intensa ou distdrbios vasculares generalizados, como a purpura (Tizard,
2014).

2.3.6. Vantagens na utilizacéo de vacinas autdgenas de rebanho
As vantagens apresentadas para a utilizacdo de vacinas autdgenas sdo permitir o

tratamento de algumas doencas que ainda ndo possuem vacinas especificas comercialmente
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disponiveis e a sua utilizacdo, ndo s6 como medida preventiva, mas também para o tratamento
de infecdes continuas (Nolte et al., 2001).

As vacinas autdgenas especificas de rebanho, segundo White (2007), podem fornecer
uma resposta rapida a problemas de doencas emergentes na industria pecuéria e podem ser
uma ferramenta Util para o veterinario no combate a essas enfermidades.

Uma vacina convencional pode demorar cerca de 3 a 5 anos a ser licenciada,
enquanto uma vacina autdégena pode estar disponivel entre 3 a 6 semanas, uma vez que 0
organismo é isolado do proprio animal doente. Além disso, alguns organismos alteram-se
constantemente e ndo podem ser isolados em vacinas comerciais. A medida que novas
estirpes ou variantes de um organismo sdo isoladas, podem ser incorporadas numa vacina
autégena rapidamente. Por fim, ndo existem vacinas comerciais disponiveis para muitas
doencas (White, 2007).

As vacinas autdégenas podem ser econdmicas para o produtor, especialmente quando
as combinacBes dos organismos necessarios podem ndo estar disponiveis numa vacina
comercial, ou seja, diferentes combinagfes de bactérias podem ser incorporadas numa dnica
vacina (White, 2007).

A utilizagdo de vacinas autégenas requer o envolvimento veterinario e um
relacionamento veterinario-cliente-paciente (White, 2007).

As vacinas autdgenas desde que cumpram oS requisitos basicos de qualidade e
seguranca sao, portanto, uma ferramenta muito Gtil na gestdo da salde e bem-estar animal,
mas 0 seu uso deve ser restrito a situagdes em que ndo esta disponivel nenhum medicamento
veterinario autorizado, e ndo devem ser utilizadas em substituicdo das boas praticas
veterinarias ou consultérios veterinarios (Hera et al., 2004).

Os defensores das vacinas autogenas alegam que a imunizagdo de resposta para 0s
organismos patogenicos € absolutamente especifica dentro de cada classe e que este principio
de especificidade se aplica com a mesma exatidao as diversas variantes de uma Unica espécie.
Assim, concluem que, a menos que uma vacina seja da estirpe exata que causou a infecéo,
nenhuma resposta terapéutica pode ser obtida e que a Unica maneira de ter a certeza de que
uma vacina corresponde absolutamente ao microrganismo infetante, é preparar essa vacina

através dos microrganismos encontrados na area infetada (Sherman, 1916).
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2.3.7. Desvantagens na utilizacao de vacinas autogenas de rebanho

Uma vez que nestas vacinas 0s agentes sdo mortos ou inativados, uma vacinagéo
primaria seguida de uma vacinacdo de reforco, em duas a trés semanas, € necessaria para
obter uma resposta imune. Estas vacinas sdo sempre consideradas experimentais. O uso de
varios antigénios em combinagdo pode ser antagénico, logo, algumas vacinas devem ser
administradas separadamente (Chase, 2000).

Para o fabrico das vacinas autdgenas, € necessaria a incorpora¢do de um adjuvante.
No entanto, uma vez que para a utilizacdo destes, sd0 necessarios testes extensivos para
garantir que ndo provocam efeitos colaterais, estes tornam-se propriedade dos fabricantes de
vacinas comerciais, 0 que limita a disponibilidade dos mesmos. Como resultado, muitas
vezes, no fabrico de vacinas autégenas, os adjuvantes utilizados sdo menos eficientes, e assim

as vacinas comerciais tendem a ter melhor qualidade (Chase, 2000).
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3. Objetivos

O principal objetivo desta dissertagdo de Mestrado, realizada através de um estudo de
caso, €&, numa primeira instdncia, comprovar a presenca de Actinomyces bovis e
Conynebacterium pseudotuberculosis numa vacada, no Ribatejo.

Rever os principais aspetos na infecdo por Corynebacterium pseudotuberculosis e
Actinomyces bovis em bovinos, com enfase nos fatores de viruléncia, epidemiologia,
manifestacBes clinicas, métodos de diagnostico, controlo, profilaxia e reflexos na salde
publica.

Comprovar a eficacia de uma vacina de rebanho polivalente, na reducdo dos sinais
clinicos da doenca granulomatosa ulcerativa causada por Actinomyces bovis e
Corynebacterium pseudotuberculosis, numa vacada naturalmente infetada, na tentativa de
oferecer outra op¢do para o controlo de surtos, minimizando as perdas potenciais que a
enfermidade causa.

Avaliar as reacGes locais consequentes a exposi¢cdo dos antigénios vacinais.
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4. Material e Métodos
4.1. Caracterizacao da exploracao
A exploragdo em estudo localiza-se no distrito de Lisboa, concelho de Azambuja
(Figura 4%). Trata-se de um Mouch&o, Mouchio do Salgueiral, situado no leito do rio Tejo,

com cerca de 92 hectares, dos quais 25 sdo alagados pela 4gua da maré (Figura 5%).

Portugal V\_——(

' ﬁ Mouchdo do Salgueiral

o Azambuja Ltins o
e R Figura 5 - Localizac&o da explorag&o, Moucho do

‘\A Salgueiral, no concelho de Azambuja

Vot
Figura 4 - Localizagdo geografica
do concelho da Azambuja, em
Portugal continental

A exploracdo tem como atividade a producdo de bovinos de carne em regime
extensivo. O efetivo é de 68 animais, dos quais 66 sdo fémeas adultas, umas cruzadas de
Charolés e outras cruzadas de Limousine, e 2 touros, 1 Charolés e 1 Limousine.

Assim, a exploragdo tem um encabecamento de cerca de 0,74 cabecas

normais/hectare.

! Figura 4 retirada de https://www.google.pt/maps/place/Portugal/@39.5355326, -
10.0964863,7z/data=!3m1!4b1!4m5!3m4!1s0xb32242dbf4226d5:0x2ab84b091c4ef04118m2!3d39.399872!4d-
8.224454

2 Figura 5 retirada de https://www.google.pt/maps/place/Azambuja/@39.0432677 .-
8.8384608,9625m/data=!3m1!1e3!4m5!3m411s0xd18ddd75511bfd7:0xd221fe2e07aec0fb!8m2!3d39.0696027!4
d-8.8692915
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https://www.google.pt/maps/place/Azambuja/@39.0432677,-8.8384608,9625m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0xd18ddd75511bfd7:0xd221fe2e07aec0fb!8m2!3d39.0696027!4d-8.8692915
https://www.google.pt/maps/place/Azambuja/@39.0432677,-8.8384608,9625m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0xd18ddd75511bfd7:0xd221fe2e07aec0fb!8m2!3d39.0696027!4d-8.8692915
https://www.google.pt/maps/place/Azambuja/@39.0432677,-8.8384608,9625m/data=!3m1!1e3!4m5!3m4!1s0xd18ddd75511bfd7:0xd221fe2e07aec0fb!8m2!3d39.0696027!4d-8.8692915

4.1.1. Maneio Alimentar
Em relacdo a alimentacdo dos animais, no inverno e primavera estes alimentam-se do
pasto natural do terreno. No outono, além do pasto natural, quando a pastagem € insuficiente
para alimentar os animais, a alimentagdo baseia-se na suplementacdo com feno e feno-
silagem. Quando as vacas apresentam uma condi¢do corporal muito baixa, sdo ainda
suplementadas com o alimento composto designado “Tacos”. No entanto, esta necessidade é

muito rara.

4.1.2. Maneio Reprodutivo

No maneio praticado na exploracdo, os animais andam sempre juntos e 0os machos
acompanham a vacada durante todo o ano. Os vitelos sdo desmamados apenas no momento da
venda, que ocorre por volta dos 6 meses.

Sdo efetuados todos os registos referentes aos partos, podendo-se calcular os
intervalos entre partos, taxas de fertilidade, media de idade ao primeiro parto, identificar os
animais improdutivos, entre outros parametros.

Os exames andrologicos referentes aos machos apenas foram efetuados aquando a
compra dos mesmos.

Em relacdo a recria de substituicdo, sdo selecionadas vitelas descendentes da prépria
vacada, porém, nos dois anos anteriores, o produtor adquiriu cerca de quinze animais

provenientes de outra exploracdo para o mesmo fim.

4.1.3. Maneio Sanitério

Quanto ao estado sanitario, a exploracdo estd oficialmente classificada como
indemne, ou seja, negativa para peri-pneumonia contagiosa bovina, T3 (indemne de
Tuberculose), B4 (indemne de Brucelose) e L4 (indemne de Leucose).

A profilaxia sanitaria é realizada uma vez por ano e 0s animais séo vacinados com
uma vacina polivalente inativada que imuniza contra as Enterotoxémias, nomeadamente a
Doenca do Rim Pulposo (Clostridium perfringens, tipo D), a Gangrena Gasosa (Clostridium
perfringens, tipo A, e Clostridium sordellii) e a Pasteureloses (Pasteurella multocida, tipo | de
Roberts). No que diz respeito a desparasitacéo, esta é efetuada com Clorsulon + Ivermectina,

duas vezes por ano.
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4.2. Metodologia
Este trabalho foi realizado com base num procedimento clinico ndo experimental, no

seguimento de uma visita veterinaria de rotina.

4.3. Recolha de Dados

A exploracdo em estudo pertence ao atual proprietario & aproximadamente dez anos,
sendo os animais provenientes de trés locais diferentes da zona do Alentejo. O local da
exploracdo onde se encontravam 0s animais era uma propriedade na zona do Cartaxo. No
inicio do ano de 2014, o efetivo foi deslocado para 0 Mouchdo do Salgueiral, atual local da
exploracdo. Local este onde previamente ja teriam habitado equinos e pequenos ruminantes.

Durante a anamnese foi possivel concluir que a exploragdo em estudo néo
apresentava historia anterior de ocorréncia da enfermidade em estudo.

Até a atualidade, o produtor ndo mencionou a ocorréncia de outros problemas

clinicos de grupo com significancia, a ndo ser casos clinicos individuais esporadicos.

4.4. Sinais Clinicos

Segundo Gomes (2015), nos bovinos, o C. pseudotuberculosis pode ter muitas
apresentacdes clinicas; no entanto, neste estudo, todos os animais afetados exibiram lesGes
sob a forma de abcessos drenantes. Estas lesfes estavam localizadas essencialmente nas zonas
da face, apresentando-se como unicas e isoladas ou multiplas. As suas dimensdes variavam
desde pequenos abcessos subcutaneos de cerca de 2 cm de didmetro a abcessos com diametro
entre os 15 a 20 cm. A maioria dos abcessos ulcerava com facilidade, exceto os ja ulcerados,
drenando um exsudado purulento, inodoro, espesso e com coloracdo branco-amarelada,
tingida com sangue.

Em novembro de 2014 surgiram trés animais adultos, duas fémeas e um macho, com
abcessos subcutaneos na regido facial retrofaringea e mandibular. Uma das fémeas
apresentava-se com 2 abcessos, um na zona retrofaringea e outro na zona mandibular (Figura
6 e 7), 0 macho na regido mandibular (Figuras 8 e 9) e a outra fémea na regido retrofaringea

(Figura 10). N&o foram observadas outras localizages.
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Figura 6 - Fémea A com abcesso na zona retrofaringea, Figura 7 - Fémea A com abcesso na zona retrofaringea,
ap6s lancetagem. (foto do autor) apos lancetagem. (foto do autor)

Figura 8 - Abcesso ja fistulado do Macho. (foto do autor).  Figura 9 - Macho com abcesso na zona sub-mandibular.
(foto do autor)

Figura 10 - Fémea B com abcesso fistulado na zona retrofaringea, ja cicatrizado (foto do autor).
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aparecido anteriormente, cerca de uma a duas semanas.

cicatrizada no centro, sinal de que ja teriam ulcerado.

Durante a anamnese, 0 responsavel pelos animais relatou que esses nodulos teriam

A palpacio dos abcessos, estes apresentavam-se de consisténcia dura, com fistula

Ao exame fisico, como se pode observar na tabela 2, os trés primeiros animais que

apresentaram sinais clinicos da doenca, apresentavam-se em otimo estado geral, sem outras

alteracgdes.
Frequéncia | Frequéncia Movimentos Condicéo
o Idade . ] Temperatura o
Animais Respiratoria | Cardiaca Ruminais Corporal
(anos) Retal (°C) )
(mrm) (bpm) em 1 minuto | (escalade 1ab5)
Fémea A 8 28 68 38,5 1 3
Fémea B 10 31 71 39 2 3
Macho 7 30 69 39 2 3

Tabela 2- Indicadores do estado geral dos animais com sinais clinicos

ApOs cerca de quatro meses depois dos trés primeiros casos terem surgido,

apareceram mais duas fémeas adultas com abcessos. Uma das fémeas apresentava um abcesso

extenso na zona mandibular (Fémea C) e a outra (FEmea D) um pequeno abcesso subcutaneo

na zona retrofaringea. A palpacio, estes abcessos encontravam-se de consisténcia mais mole

que os primeiros, sem sinais de ulceragéo.

sistémicos, como se pode verificar na tabela 3.

Estes dois animais também apresentavam um exame fisico sem outros sinais

Frequéncia | Frequéncia Movimentos Condicéo
o . ) Temperatura o
Animais | Idade | Respiratoria | Cardiaca Retal (°C) Ruminais em Corporal
eta
(mrm) (bpm) 1 minuto (escalade 1a5)
Fémea C 5 31 70 38,5 2 3
Fémea D 6 29 68 38,5 2 2

Tabela 3 — Indicadores do estado geral dos animais com sinais clinicos

51




4.5. Colheita de amostras

De forma a confirmar o diagnostico presuntivo, elaborado com base na prevaléncia
dos agentes, na época do ano e na observacgdo dos sinais clinicos encontrados, uma primeira
amostra foi recolhida a 23 de novembro de 2014, para pesquisa de Actinobacillus
lingnieresii°.

Apesar do resultado da anélise ndo ser conhecido, foi solicitado também um teste de
sensibilidade aos antibiéticos* para se poder instituir um tratamento imediato, como forma de
reduzir a propagacao da doenca.

O material enviado para laboratério foi uma zaragatoa com o conteddo de um
abcesso lancetado do primeiro animal com sinais clinicos, fémea A.

Esta pesquisa foi realizada, uma vez que, como referido na pesquisa bibliografica, a
Actinobacilose é um dos diagnoésticos diferenciais provaveis para o0s sinais clinicos
apresentados pelos animais.

Realizou-se a tricotomia da superficie do abcesso, de seguida fez-se a assepsia com
iodopovidona (Betadine®), e devido as lesdes ja se apresentarem fistuladas, optou-se por se
lancetar o centro do abcesso com uma lamina de bisturi estéril, e por fim, com uma zaragatoa,
recolheu-se o contetdo do interior do abcesso, ja bastante escasso, uma vez que este ja teria
drenado. Foi colocado spray de oxitetraciclina no fim do procedimento.

A amostra foi enviada no proprio dia para o laboratério produtor de vacinas de
rebanho.

Como a primeira analise microbioldgica solicitada ndo teve o resultado esperado,
houve necessidade de se recolher uma segunda amostra® para nova pesquisa do agente
etiologico. Esta amostra foi recolhida a 25 de margo de 2015, da Fémea D, uma vez que era 0
animal que apresentava o abcesso de consisténcia menos dura e sem fistula aparente.

Optou-se pela realizacdo de uma puncéo aspirativa (PAAF) do abcesso, para recolha
de uma amostra com o minimo de contaminacdo secundéria. Inicialmente, realizou-se a
tricotomia e assepsia da regido com iodopovidona (betadine). Para realizacdo da puncéo,
utilizou-se uma agulha 16G e uma seringa de 20 ml, ambas estéreis. O conteudo aspirado
apresentou caracteristica caseosa. Ap0s a colheita, a amostra (Figura 11 e 12) foi
encaminhada para o laboratorio produtor de vacinas de rebanho, para realizacdo de cultura e
identificacdo dos agentes etioldgicos.

% Vide in Anexo |
*Vide in Anexo I
® Vide in Anexo Il
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Figura 11 - Amostra recolhida do abcesso Figura 12 - Amostra recolhida do
(foto ao autor) abcesso (foto ao autor)

4.6. Tratamento Instituido

Todos os animais que apresentavam abcessos foram separados da manada, ficando
isolados, de modo a evitar a propagacao da doenca. Apos a recolha das amostras, 0s abcessos
foram drenados e desinfetados com iodopovidona (Betadine®) e spray de oxitetraciclina.

Apesar da dificuldade dos antibiéticos em atuar dentro da capsula dos abcessos,
como referido na pesquisa bibliogréfica, foi administrada oxitetraciclina injetavel aos animais
que foram isolados com base no resultado laboratorial do teste de sensibilidade aos
antibiéticos®.

Na tentativa de um tratamento efetivo e definitivo dos animais, tendo em
consideracdo que se trata de uma patologia infeciosa, para a qual ndo existem vacinas
comerciais disponiveis, optou-se pela realizacdo de uma vacina de rebanho polivalente,
efetuada com os agentes isolados da segunda amostra enviada (Actinomyces bovis e
Corynebacterium pseudotuberculosis).

Segundo o Laboratério onde a vacina foi requerida, foi a primeira vez que esta
vacina de rebanho foi solicitada em Portugal com os dois agentes em conjunto, Actinomyces
bovis e Corynebacterium pseudotuberculosis. Foi também a primeira vez que o Gltimo agente
mencionado foi requisitado em Portugal numa vacina para aplicacdo em bovinos.

A vacina foi formulada consoante o0s procedimentos descritos na pesquisa
bibliografica.

% Vide in Anexo II
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Foram vacinados, em maio de 2015, todos os animais adultos do efetivo, sessenta e
seis fémeas e dois machos. Os vitelos ndo foram vacinados, pois ndo apresentavam idade
adequada e por se destinarem a venda. A vacina foi administrada individualmente numa dose
de 5 ml, pela via subcutanea, do lado direito da tabua do pescogo.

Por exigéncia do laboratério foram vacinados trés animais teste com o dobro da dose
para avaliacdo de reacdes vacinais significativas, sendo que lhes foi administrado 10 ml da
vacina.

Foi realizado o rapel um més ap6s a primeira vacinagao.

Tendo em conta que um dos inconvenientes da vacinacao sao as reacdes vacinais
locais, foi realizada uma medicdo dessas reacdes, trés dias apds a primeira vacinacdo e um

més apOs a mesma, antes do rapel.

4.7. Célculo da Taxa de prevaléncia antes da Vacinagao

A taxa de prevaléncia refere-se ao nimero de casos de uma doenca, numa populacao
conhecida, num determinado periodo de tempo, sem distin¢do entre 0s casos antigos e 0s
novos casos. Pode ser simplesmente definida como o nimero de animais afetados, sendo
comummente expressa em termos do numero de animais doentes em relacdo ao numero de

animais da populagéo em risco de desenvolver a doenga (Thrusfield 1986).

. N2 de animais doentes num determindado momento
Taxa de Prevaléncia % = — — - - x 100
N? de animais em risco nesse determinado momento

(Thrusfield, 1986).

4.8. Calculo da Letalidade:

A taxa de letalidade mede a severidade de uma doenca e é definida como a proporcéao
de mortes de entre aqueles doentes por uma causa especifica em um certo periodo de tempo
(Bonita et al., 2006).

Letalidade % N2 de mortes de uma determindada doen¢a num certo periodo 100
etalidade % = X
0 N2 de doentes por determinada doen¢a no mesmo periodo

(Bonita et al., 2006)
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5. Resultados

5.1. Diagndstico
O resultado da primeira amostra enviada para pesquisa de Actinobacillus lingnieresii,
agente da Actinobacilose, foi negativo.
Para a segunda amostra enviada, o resultado da pesquisa foi Actinomyces bovis e
Corynebacterium pseudotuberculosis, este ultimo, pouco esperado, uma vez que, segundo a

pesquisa bibliogréfica, é bastante raro em bovinos.

5.2. Taxa de Prevaléncia da doenca antes da vacinagao

P %= %x 100 = 0,073 = 7.3% = 7%

= Animais com sinais clinicos = Animais sem sinais clinicos

Gréfico 1 - Taxa de Prevaléncia da Doenca antes da Vacinagdo. A taxa de prev

A taxa de prevaléncia da doenca antes da vacinagao foi 7%, visto que 5 do total de 68

animais da exploracdo apresentaram sinais clinicos.

5.3. Taxa de Letalidade da Doenga
L% =2x100 =0%
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5.4. Taxa de Prevaléncia da Doenca 1 ano apo6s a Vacinagao

P % :% x 100 = 0,014 = 1,4%

1%

= Animais com sinais clinicos = Animais sem sinais clinicos

Grafico 2 - Taxa de Prevaléncia da Doenga um ano apds vacinagao

Apo0s a vacinacdo a taxa de prevaléncia da doenca foi de 1%, uma vez que apenas 1
animal do total de 68 animais da exploracao apresentou sinais clinicos.

5.5. Taxa de Incidéncia da doenga um ano apdés a vacinagao

A incidéncia refere-se a velocidade com que novos acontecimentos ocorrem numa
determinada populacdo. A incidéncia leva em conta o periodo de tempo em que os individuos
estdo livres da doenga, ou seja, em risco de desenvolvé-la.

A incidéncia indica o0 nimero de casos novos ocorridos num determinado periodo de
tempo numa populacéo especifica, enquanto que a prevaléncia se refere ao nimero de casos
(novos e velhos) encontrados numa populacdo definida num determinado ponto no tempo
(Bonita et al., 2006).

N¢ de novos casos de doenca durante
um periodo especifico de tempo

p : x 100
populagio em risco

Incidéncia % =

(Bonita et al., 2006)

56



1 9% = éx 100 = 0,014 = 1,4%

Apenas um animal apareceu com sinais clinicos um ano apés a vacinacdo. Todos 0s
animais que se encontravam com sinais clinicos antes da vacinagdo, deixaram de apresentar

0S mesmos um ano apds aplicagdo da mesma.

5.6. Calculo da Morbilidade

A principal razéo pela qual se calcula a morbilidade € para a percecéo da extensdo de
uma doenca na populacdo. Esta percecdo s6 é possivel quando o nimero de animais doentes é
comparado com o nimero de animais da populacéo (Thrusfield, 1986).

O calculo da morbilidade foi obtido com base na seguinte férmula:

. n. 2 de animais afetados pela doenca
Morbilidade =

n. 2 total de animais na exploracdo

(Thrusfield, 1986).
Morbilidade = 6% = 0,088

5.7. Reag0es vacinais

As reacOes vacinais foram classificadas quanto a gravidade em: Gy, G1, G2, Gz € Gy,
sendo que Gy ndo apresenta reacdo vacinal, G; granuloma vacinal com até 2 cm de diametro,
Gyde2a4cm,Gsde4a6cm, e Gyacimade 6 cm (Tabela 4).

Os trés animais teste, que foram vacinados com o dobro da dose da vacina (10 ml)

néo apresentaram reagdes vacinais locais.

Gravidade das Reacdes Avaliacdo apos trés dias da | Awvaliacdo apos um més da
Vacinais vacinacao (n.° de animais) vacinacao (n.° de animais)

Go 59 68

G 9 0

G, 0 0

Gs 0 0

Ga 0 0

Tabela 4 - ReagGes vacinais observadas trés dias e um més ap0s vacinagéo
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5.8. Profilaxia e Controlo

O plano de controlo instituido para evitar novos surtos na exploracao baseou-se em 4

passos:

1. Isolamento e tratamento local de todos os casos clinicos que surgirem, evitando
assim a propagacao dos agentes através das secrecBes drenadas pelos abcessos.

2. Maior cuidado no fornecimento de forragens muito grosseiras, evitanda assim a
ocorréncia de feridas ou abrasdes na zona bucal.

3. Maior controlo na entrada de animais provenientes de outras exploragdes, de
forma a evitar a entrada de novos agentes infeciosos na exploragdo. Caso se
verifique a necessidade de entrada destes, € importante conhecer o estado
sanitario da exploracdo de proveniéncia e efetuar a quarentena e a vacinagao
antes da entrada dos mesmos na exploracéo.

4. Passa a efetuar-se revacinagdo anual de todos os animais adultos da exploracéo

e, se for o caso, de todos os animais para recria.
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6. Discussao

Com este trabalho pretendeu-se avaliar a eficicia de uma vacina de rebanho, no
tratamento e prevencdo de uma infecdo, cujos agentes etioldgicos sdo Actinomyces bovis e
Corynebacterium pseudotuberculosis, numa exploragéo localizada no concelho de Azambuja,
regido do Ribatejo.

Avaliou-se, também, a ocorréncia de reac¢6es vacinais locais ap6s a vacinacao.

Segundo Sood et al. (2012), a infecdo por Corynebacterium pseudotuberculosis é
raramente observada em bovinos, 0 mesmo ndo se verificando com Actinomyces bovis que,
segundo Mas et al. (2008), é uma doenca caracteristica destes.

Uma das possiveis causas do aparecimento subito da infecdo por Corynebacterium
pseudotuberculosis na exploragdo em estudo pode ter sido o facto de os animais terem sido
deslocados de um local para outro, cerca de um ano antes do aparecimento dos sintomas, uma
vez que, de acordo com Motta et al. (2010), o C. pseudotuberculosis tem capacidade de
resisténcia ambiental por longos periodos de tempo, mesmo sob situacdes adversas de
exposicao a luz solar direta ou dessecacéo.

Outra possivel causa, pode ter sido o facto de o produtor ter introduzido na
exploragdo animais provenientes de uma outra exploragdo, com alguns casos de sinais
sugestivos da mesma doenca, cerca de um ano e meio antes do aparecimento dos primeiros
animais com a doenca, pois, conforme Yeruham et al. (2003), a infe¢do por Corynebacterium
pseudotuberculosis, pode ser transmitida entre exploracdes através da introducdo de animais
infetados em exploragdes livres de doenca.

O facto de ser verdo, época em que ocorreram 0s casos clinicos, pode explicar a
ocorréncia de infecdo por Actinomyces bovis, uma vez que, segundo Kumar et al. (2014), os
alimentos grosseiros, mais comuns nesta época do ano, tém uma maior predisposicdo para
provocar les@es orais, e assim permitir a infegéo pelo agente.

Estes trés fatores, aliados, podem explicar a infecdo em simultaneo pelos dois
agentes.

Neste estudo, o diagndstico de Actinomyces bovis e Corynebacterium
pseudotuberculosis, foi efetuado através da recolha de amostras no local das lesdes e envio
para laboratorio para identificacéo e isolamento das bacteérias.

Apos a identificacdo e isolamento dos dois agentes, e uma vez que nao existe
nenhuma vacina especifica comercialmente disponivel, decidiu-se optar pela producéo de uma

vacina de rebanho para aplicacdo nos animais da exploracéo. E de referir que, conforme refere
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Nolte et al. (2001), as vacinas de rebanho permitem a utilizagdo ndo sé como medida
preventiva, mas também como tratamento de infe¢fes continuas.

Como ja referido anteriormente, segundo o laboratério onde a vacina foi formulada,
foi a primeira vez que esta vacina de rebanho foi solicitada com os dois agentes em conjunto,
Actinomyces bovis e Corynebacterium pseudotuberculosis. Foi, também, a primeira vez que o
Corynebacterium pseudotuberculosis foi requisitado numa vacina para aplicacdo em bovinos,
uma vez que normalmente é solicitada para a linfadenite caseosa em ovinos e caprinos.

Perante os resultados, pode observar-se uma diminuicdo de 5,6% na Taxa de
prevaléncia da doenca um ano ap0s a vacinagdo, uma vez que antes da vacinacdo a taxa de
prevaléncia era de 7% e apds a vacinacdo era de 1,4%, assim como a taxa de incidéncia.

A letalidade associada & doenca foi de 0% e todos os animais afetados recuperaram
na totalidade, sem outras complicacdes.

Na avaliacdo das reagdes vacinais locais, pode afirmar-se que ndo houve reacgdes
locais significativas, ja que apenas nove dos animais vacinados apresentaram edemas locais
com até 2 cm de didmetro, trés dias apds a vacinacdo, ou seja hipersensibilidade tipo I.
Nenhum dos restantes animais vacinados apresentou reacdes, inclusivamente os trés animais
teste aos quais foi administrado o dobro da dose.

Tendo em consideracdo que ainda ndo existem, na bibliografia, estudos realizados
sobre a eficacia de vacinas de rebanho para estes dois agentes, ndo é possivel estabelecer
relagcbes sobre o tema em estudo. No entanto, pode-se afirmar que, neste caso, a vacina foi
eficaz no tratamento da infecdo provocada por Corynebacterium pseudotuberculosis e
Actinomyces bovis, na exploracdo de bovinos em estudo. Aconselha-se, deste modo, a
utilizagdo da vacina de rebanho no controlo e tratamento desta enfermidade.

Foi de extrema importancia a atuacdo logo no inicio do surto da doenca, prevenindo
assim a propagacao dos agentes dentro da exploracao, evitando o aparecimento de mais casos

clinicos e facilitando o controlo da doenca.
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7. Conclusao

Este estudo de caso pretendeu demonstrar como pode ser abordado um problema
sanitario num efetivo de carne, identificando o problema e tomando decisdes para resolucao
do mesmo. Esta abordagem so é possivel quando ha cooperacao por parte do produtor e do
Médico Veterinario.

Em Portugal, ndo ha bibliografia sobre infecbes por Corynebacterium
pseudotuberculosis em bovinos, nem sua prevaléncia. A doenca € quase totalmente
desconhecida nesta espécie.

A revisdo bibliogréafica aqui apresentada pode ser uma mais-valia para futuros
trabalhos nesta area. Pretendeu-se também, desta forma contribuir para o aumento da
divulgacdo e conhecimento da doenga.

A auséncia de vacinas no mercado para prevencdo de diversas doencas de etiologia
bacteriana, com impacto na salde animal e rendimento econdmico nas espécies pecuarias,
tem levado a uma maior procura de alternativas como o uso de vacinas de rebanho. Assim,
estes produtos sdo utilizados como um instrumento de profilaxia e tratamento para o controlo
de infecBes bacterianas.

Apenas 0 Médico Veterinario tem capacidade técnica para avaliar a situacdo clinica
dos animais e para decidir se a estratégia mais correta para controlo desta passa pelo recurso
ao uso de uma vacina de rebanho. As vacinas de rebanho ndo devem ser utilizadas quando
existem no mercado vacinas devidamente autorizadas e eficazes.

Perante os resultados, sugere-se a utilizacdo de vacinas de rebanho no tratamento e
prevencdo de animais infetados com Corynebacterium pseudotuberculosis e Actinomices
bovis.

Dentro da literatura consultada, infere-se pela primeira vez no pais a utilizacdo desta
vacina para esta afe¢cdo em bovinos.

Em suma, os dados obtidos neste estudo realgam a importancia da intervencdo do

Médico Veterinario, no controlo e prevencédo da evolucéo de doencas em Portugal.
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Anexo I — Resultados da primeira analise microbiologica

solicitada, para pesquisa de Actinobacillus lingnieresii
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Resultado da Anélise

TYo: Dra. Maria Jodo Salgueiro From: Sandra Fernandes
Fax: _ ' Pages: 2
‘Phone: 916175638 | " Dater 4112/2014
Junto segue resuitado de anélise. 4
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CMEDINFAR
SOROLOGICO

Resultado da Analise

Identificagdo da analise

N° da analise: 371114
Data de entrega:  23/11/2014

Identificagéo do material

Material
analisado:  Zaragatoas; Tecido e Sangue

Produtor: Duarte Cabaco
Veterinario; Dra. Maria Jodo Salgueiro

Animal: Bovinos

Testes efectuados

Testes bacteriol6gicos.

Resultado

N#o foram isolados estirpes de Actnobacillus lingnieresii.

Data: 41212014 Responsavel Sandra Fernandes
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Anexo IT — Resultados do teste de sensibilidade aos

antibiéticos referentes 2 amostra enviada
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Teste de Sensibilidade aos Antibidticos

To: Dra. Maria Jodo Salgueiro

From: Sandra Fernandes

Fax:

Pages: 1

Phone: 918175638

Date: 23/11/2014

Andlise n.% 371/14
Amostra: Sangue; Zaragatoas
Animais: Bovinos

Proprietario: Duarte Cabaco

Meio de Cultura: Triptic Agar

Antibiograma geral

Temperatura de incubagéo: 37 °C

Antibidtico Reacgao Antibidtico Reacgdo
Amoxicilina/acido clavulanico - Ampicilina -
Trimetoprim Sulfametoxazol - Acido Nalidixico -
Ofloxacina ++ Gentamicina +
Oxitetraciclina ++ Telraciclina ++
Cloxaciiina - Eritromicina -
Penicilina - (Oxacilina -
Enrofloxacina ++ Streptomicina ++

l.egenda: Resistente (-); pouco sensivel (+), sensivel (++), muito sensivel (+++)

Data: 3/12/2014
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Responsavel Sandra Fernandes
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Anexo III — Resultados da segunda analise microbiologica

solicitada, para nova pesquisa do agente etiologico
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BOLETiIM DE ANALISE

Para: Dv, Luis Fragoso

Telefone: 918114119

E-mail: luis.a.fragoso@gmail.com

Enviado a: 01/04/2015

Identificagdo da analise

N° da andlise: 110/15
Data de rececio: 25/03/2015

Observagdes referentes ao material rececionado:
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SOROLOGICO
BOLETIM DE ANALISE

An. 110/15

Identificagdo do material
Material analisado: Material purulento ensanguentado
Produtor: Sr. Duarte Cabago
Veterinario: Dr. Luis Fragoso
Animal:

Testes efetuados

Analise Microbiolégica

Resultado

Actinomyces bovis; Corynebacterium pseudotuberculosis.

Responsavel pela analise:_Sara Cabaco

Data: 01/04/2015
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