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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar o perfil de sensibilidade in vitro de 31 isolados de
Corynebacterium pseudotuberculosis de caprinos e ovinos procedentes de quatro municipios
(Carnaiba, Itapetim, Floresta e Sao José do Egito) do Sertdo Pernambucano, Brasil. O contetido dos
abscessos foi cultivado em agar-sangue ovino a 10% e as coldnias isoladas foram identificadas pela
técnica de coloragdo de Gram e pelo kit de identificagdo bioquimico API-Coryne (Bio-Merieux,
Franga). Todos os isolados foram identificados como biovar ovis. Para a realizacdo dos antibiogramas
utilizou-se a técnica de difusdo com discos. Foi observado que 96,8% dos isolados foram sensiveis ao
cloranfenicol e ciprofloxacina; 93,5% a norfloxacina e cefazolina; 90,3% a amoxicilina e tetraciclina;
87,1% a sulfa-trimetoprim; 83,9% a orbifloxacina; 77,4% a ampicilina, lincomicina e penicilina; 32%
a gentamicina; 12,9% a novobiocina e 9,7% a neomicina. Foi verificado também que 87,1% dos
isolados foram resistentes a novobiocina; 80,6% a neomicina; 41,9% a gentamicina; 19,3% a
lincomicina; 16,1% a ampicilina, orbifloxacina e penicilina; 12,9% a sulfa-trimetoprim; 6,4% a
cefazolina, norfloxacina e amoxicilina e 3,2% a ciprofloxacina, cloranfenicol e tetraciclina. Com
excecdo de uma linhagem, todas as demais apresentaram algum grau de resisténcia multipla, sendo
16% multirresistentes a aproximadamente 50% dos antimicrobianos testados.

Palavras-chave: linfadenite caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis, sensibilidade a
antimicrobianos, ovino, caprino.

Corynebacterium pseudotuberculosis in vitro ANTIMICROBIAL SENSITIVITY PROFILE OF
SAMPLES ISOLATED FROM SHEEPS AND GOATS WITH CASEOUS LYMPHADENITIS
FROM THE SEMIARID REGIONS OF PERNAMBUCO, BRAZIL

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the in vitro sensitivity profile of 31 strains of
Corynebacterium pseudotuberculosis isolated from sheeps and goats originated from the semi-arid
regions of Pernambuco, Brazil. The contents of the abscesses were cultivated in sheep blood agar
(10%) and the isolated colonies obtained were identified using Gram stain and API-Coryne
biochemical identification kit (Bio-Merieux, France). All the strains were identified as
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Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis. The sensitivity to antimicrobials were performed
using the disk diffusion test. The results showed that 96.8% of the samples were sensitive to
chloramphenicol and ciprofloxacin; 93.5% were sensitive to norfloxacin and cefazolin; 90.3% to
amoxicillin and tetracycline; 87.1% to sulfa-trimethoprim; 83.9% to orbifloxacin; 77.4% to ampicillin,
lincomycin and penicillin; 32% to gentamicin; 12.9% to novobiocin and 9.7% to neomycin. It was also
noted that 87.1% of the samples were resistant to novobiocin; 80.6% to neomycin; 41.9% to
gentamicin; 19.3% to lincomycin; 16.1% to ampicillin, orbifloxacin and penicillin; 12.9% to sulfa-
trimethoprim; 6.4% to cefazolin, norfloxacin and amoxicillin, and 3.2% to -ciprofloxacin,
chloramphenicol and tetracycline. With the exception of one sample, all others showed some degree of
multiple resistance, with 16.0% of them being multi-resistent to approximately 50.0% of the
antimicrobial drugs tested.

Key words: caseous lymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis, sensitivy to antimicrobials,
sheep, goat.

PADRON DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA in vitro DE AISLADOS DE
Corynebacterium pseudotuberculosis DE CABRAS Y OVEJAS CON LINFADENITIS
CASEOSA EN EL SERTAO DE PERNAMBUCO, BRASIL

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el padron de sensibilidad in vitro de 31 aislados de
Corynebacterium pseudotuberculosis de cabras y ovejas con linfadenitis caseosa criados en cuatro
ciudades del Sertdo Pernambucano, Brasil (Carnaiba, Itapetim, Floresta y Sdo José do Egito). El
contenido de los nodulos cutaneos fue cultivado en agar base con 10% de sangre de oveja y las
colonias aisladas fueran identificadas por la morfologia microscopica en la técnica de tincion de Gram
e por el kit de identificacion bioquimico API-Coryne (Bio-Merieux, Franga), siendo todas las estirpes
identificadas como biovar ovis. Para la realizaciéon de los antibiogramas se utilizd la técnica de
difusion en discos. Se observd que 96,8% de los aislados fueran sensibles al cloranfenicol y
ciprofloxacina; 93,5% a norfloxacina y cefazolina; 90,3% a amoxicilina y tetraciclina; 87,1% a sulfa-
trimetoprim; 83,9% a orbifloxacina; 77,4% a ampicilina, lincomicina y penicilina; 32% a gentamicina;
12,9% a novobiocina y 9,7% a neomicina. Se observou también que 87,1% de las estirpes fueran
resistentes a novobiocina; 80,6% a neomicina; 41,9% a gentamicina; 19,3% a lincomicina; 16,1% a
ampicilina, orbifloxacina y penicilina; 12,9% a sulfa-trimetoprim; 6,4% a cefazolina, norfloxacina y
amoxicilina y 3,2% a ciprofloxacina, cloranfenicol y tetraciclina. Con excepcion de una estirpe, todas
las otras presentaram alguno grau de mdltipla resistencia, siendo 16.0% multiresistentes a
aproximadamente 50.0% dos los antimicrobianos testados.

Palavras-clave: linfadenitis caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis, sensibilidad a
antimicrobianos, oveja, cabra.

INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis) ¢ uma bactéria Gram-positiva
capaz de causar doenca de carater cronico e abscedativo, principalmente em caprinos € ovinos.
Também pode infectar bovinos, bubalinos, eqiiinos e eventualmente o homem (ALEMAN et al., 1996;
PEEL et al.,, 1997, COSTA et al., 1998; SELIM, 2001). At¢é o momento sdo reconhecidos dois
biovares: biovar equi que ¢ em sua maioria absoluta nitrato positivo e o biovar ovis, invariavelmente
nitrato negativo (SONGER et al., 1988).

Em caprinos e ovinos C. pseudotuberculosis é responsavel pela linfadenite caseosa (LC),
doenga caracterizada pela hipertrofia dos linfonodos e formagdo de abscessos caseosos nesses 0rgaos,
no tecido subcutaneo e no intestino, figado, pulmdes, rins entre outras (MOLLER et al., 2000).
Ocasionalmente, C. pseudotuberculosis pode ocasionar mastite em cabras leiteiras, apesar de raro se
comparada aquelas causadas por Staphylococcus spp e Escherichia coli (AMEH et al., 1993).
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Sugere-se que a erradicacdo dessa enfermidade pode ser alcancada pela identificagao,
isolamento e descarte dos animais positivos. Entretanto, a implantagdo desse conjunto de medidas
encontra dificuldade na identificagdo dos animais verdadeiramente positivos e negativos (DERCKSEN
et al., 2000). Estudos vém buscando desenvolver vacinas como método de controle da doenca, com
resultados satisfatorios (ALVES e OLANDER, 1998; STANFORD et al., 1998; HODGSON et al.,
1999).

A prevaléncia da doenga no Nordeste ¢ estimada entre 30 a 50% (Costa et al., 1973). A
linfadenite caseosa gera sérios prejuizos na criagdo de pequenos ruminantes como perdas na produgdo
de 13, carne e leite, além de poder levar o animal a morte (M@LLER et al., 2000).

O uso de antibioticoterapia tem sido questionado principalmente pelas caracteristicas de
multiplicacdo do agente, assim como alguns aspectos da patogenia como a formagdo de abscessos
caseosos, o que dificultaria ou mesmo impediria a ac¢do desses medicamentos (ASHFAQ e
CAMPBELL, 1979; OLSON et al., 2002). A despeito dessas dificuldades no diagnostico, controle e
terapia, o potencial zoondtico de C. pseudotuberculosis e os prejuizos nos rebanhos acometidos levam
a necessidade de se conhecer a agdo de antimicrobianos como opg¢do terapéutica. Adicionalmente, a
adogdo de antibioticoterapia nos animais com LC, em associacdo a outras medidas como a excisdo
cirargica dos abscessos, pode auxiliar a conter a disseminacao da infec¢do no plantel e a contaminagio
do ambiente (PEEL et al., 1997).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil de sensibilidade de isolados de C.
pseudotuberculosis de caprinos e ovinos criados no Sertdo de Pernambuco, Brasil, frente a diferentes
antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Foram selecionados os municipios de Itapetim, Carnaiba e Sao José do Egito, localizados na
Mesorregido do Sertdo Pernambucano (regido norte do Sertdo) e o municipio de Floresta, na
Mesorregido do Sdo Francisco Pernambucano (regido sul do sertdo). Distantes entre 400 ¢ 500 Km da
capital Recife, estes municipios apresentam precipitacdo pluviométrica anual média entre 400 e 500
mm, possuindo solo arenoso argiloso a pedregoso, e com vegetacdo do tipo caatinga hiperxeréfila
(ANDRADE et al., 2003)

Dos quatro municipios estudados (Figura 1) foram visitadas mais de 100 propriedades rurais
das quais se obtiveram 31 amostras de conteido de abscessos subcutineos ou de linfonodos
abscedados de caprinos e ovinos identificados pelo exame clinico ¢ anamnese com sintomas
sugestivos de linfadenite caseosa. Em cada municipio, foram visitadas pelo menos 25 propriedades. As
amostras foram assim distribuidas: Carnaiba (quatro caprinos e dois ovinos), Itapetim (quatro caprinos
e quatro ovinos), Sao José do Egito (12 caprinos) e Floresta (trés caprinos e dois ovinos).

As amostras foram obtidas por puncdo aspirativa de abscessos fechados com auxilio de
seringa descartavel e agulha 40x12mm, apos prévia anti-sepsia com alcool-iodado a 10%.

Cultivo microbioldgico e identificacdo de microrganismos

O material obtido foi cultivado em agar base enriquecido com 10% de sangue ovino, sendo as
placas incubadas a 37°C, em condi¢des de acrobiose, durante 48 horas. Posteriormente, foram
selecionadas as coldnias que apresentaram-se puntiformes, esbranquicadas, opacas e B-hemoliticas que
caracterizam o gé€nero Corynebacterium (CARTER, 1990). Essas colonias foram submetidas a técnica
de coloracdo de Gram, repicadas para o caldo brain heart infusion para posterior identificacdo
bioquimica utilizando o kit APIcoryne™ (Bio Merieux-Franga).

Teste de Sensibilidade Microbiana

Para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos seguiu-se a técnica de difusdo com discos
(BAUER et al., 1966), utilizando os seguintes antimicrobianos: gentamicina (10pg), norfloxacina
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(10ug), lincomicina (2ug), novobiocina (30ug), sulfa-trimetoprim (25ug), orbifloxacina (10ug),
neomicina (30ug), ampicilina (10pg), amoxicilina (10pg), tetraciclina (30ug), cefazolina (30ug),
ciprofloxacina (5ug), penicilina (10 U.L) e cloranfenicol (30pg). Os resultados dos antibiogramas
foram interpretados como sensivel (S), intermediario (I) e resistente (R) de acordo com tabela
fornecida pelos fabricantes dos antimicrobianos.

Foram considerados multirresistentes os isolados que apresentaram resisténcia multipla a trés
ou mais antimicrobianos.

Séo José do Egito
Itapetim

Carnaiba

5

Eber Tl
0

Floresta

FIGURA 1. Mapa do Brasil com destaque para o Estado de Pernambuco e a localizacdo dos quatro
municipios estudados para linfadenite caseosa em ovinos e caprinos na macro-regido do Sertdo, ¢ a sua
capital, Recife. Pernambuco, 2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas mais de 100 propriedades visitadas dentro dos cinco municipios estudados, os animais
eram criados em comunidades de baixa renda, nas quais as familias tinham aproximadamente 10
animais, que compartilhavam os pastos. Todas as propriedades visitadas apresentavam animais com
abscessos fechados ou ja abscedados nos linfonodos ou no tecido subcutaneo, fazendo suspeitar de
linfadenite caseosa. Segundo os proprietarios, mediante o exame clinico e anamnese dos animais, foi
observado que a doenca era endémica na regido, com ocorréncia de casos durante todo o ano.

Os 31 isolados de C. pseudotuberculosis foram submetidos ao teste de APIcoryne mostrando-
se nitrato-negativos, pertencentes, portanto, ao biovar ovis.

Os resultados de sensibilidade e resisténcia dos 31 isolados de C. pseusotuberculosis aos 14
antimicrobianos, expressos em nimeros absolutos sdo apresentados na Figura 2.

Da totalidade dos isolados, 96,8% foram sensiveis ao cloranfenicol e ciprofloxacina; 93,5%
sensiveis a norfloxacina e cefazolina; 90,3% a tetraciclina e amoxicilina; 87,1% a sulfa-trimetoprim;
83,9% a orbifloxacina; 77,4% a penicilina; lincomicina e ampicilina. Para os antibidticos gentamicina,
novobiocina € neomicina observou-se eficacia contra 32,2%, 12,9% e 9,7% das amostras,
respectivamente. Enquadradas no perfil de sensibilidade intermediaria encontraram-se 25,8% das
linhagens testadas para gentamicina; 9,7% neomicina; 6,4% ampicilina, tetraciclina e penicilina e
3,2% amoxicilina e lincomicina.

Em relagdo ao perfil de resisténcia, 87,1% dos isolados apresentaram resisténcia a
novobiocina; 80,6% a neomicina; 41,9% a gentamicina; 19,3% a lincomicina; 16,1% a ampicilina,
orbifloxacina e penicilina; 12,9% a sulfa-trimetoprim; 6,4% a cefazolina, norfloxacina e amoxicilina; e
3,2% a ciprofloxacina, cloranfenicol e tetraciclina. Dos 14 antimicrobianos utilizados, seis
apresentaram eficdcia acima de 90% frente aos isolados, podendo ser considerados de escolha em
eventuais tratamentos de linfadenite caseosa na regido estudada.

Foi verificado que para todos os antimicrobianos utilizados houve pelo menos uma linhagem
resistente. Contrariamente, Literak et al. (1999) investigaram a sensibilidade “in vitro” de 10 isolados
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de C. pseudotuberculosis, frente a 15 antimicrobianos, e ndo encontraram resisténcia. Judson e Songer
(1991) encontraram resultados semelhantes aos do presente estudo, relatando variagcdes nos padroes de
sensibilidade e resisténcia dos isolados frente aos diferentes grupos de antimicrobianos, mostrando que
existem variagdes no perfil em diferentes paises e reforcando a necessidade de qualquer tratamento da
doenga ser embasado no teste de sensibilidade microbiana.

25
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FIGURA 2. Numero absoluto de sensibilidade e resisténcia de 31 isolados de C. pseudotuberculosis
isolados de ovinos e caprinos do Sertdo pernambucano, frente a 14 antimicrobianos. Pernambuco,
2007.

Os isolados que apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos foram considerados
multirresistentes, tendo-se observado resisténcia a até oito diferentes drogas. Esta caracteristica
evidenciou-se na grande maioria dos isolados (27 de 31).

A sensibilidade dos isolados acima de 90% para norfloxacina, assim como os resultados de
sensibilidade abaixo de 70% para neomicina e gentamicina, sdo similares aos obtidos por Spighel et al.
(1993) que, estudando surto de linfadenite caseosa em gado leiteiro, encontraram sensibilidade dos
isolados para norfloxacina, neomicina e gentamicina em, respectivamente, 93,5%, 9,7% e 13,3% dos
isolados.

A alta resisténcia de C. pseudotuberculosis nitrato-negativas aos aminoglicosideos (neomicina
e gentamicina), poderia ser explicada em virtude desses antimicrobianos nao serem de primeira
escolha para uso em Gram positivos (JUDSON e SONGER, 1991). Adicionalmente, estes autores
referiram diferencas no perfil de sensibilidade dos aminoglicosideos quando comparam o biovar equi
(nitrato positivo) e ovis (nitrato negativo), demonstrando maior resisténcia para ovis. Bryan et al.
(1980) afirmam que esta discrepancia poderia encontrar justificativa na capacidade de reduzir nitrato a
nitrito e, conseqiientemente, a capacidade da célula em transportar os aminoglicosideos e outras
moléculas pela membrana bacteriana.

Na pratica, na regido estudada, geralmente sdo utilizados antimicrobianos de baixo custo,
disponiveis no comércio, como penicilinas, sulfas e tetraciclinas. Entretanto, estes antimicrobianos nao
possuem boa efetividade para C. pseudotuberculosis.

No presente estudo foram utilizadas diferentes classes de antimicrobianos, alguns com
excelente agdo in vitro contra C. pseudotuberculosis. Entretanto, a escolha de um farmaco ndo se
baseia Unica e exclusivamente na sua agdo em testes laboratoriais ou disponibilidade de mercado, pois
varios fatores podem interferir nos resultados obtidos no tratamento (PUYT, 1992).

Diferentes fatores de viruléncia de C. pseudotuberculosis incluindo constituintes da parede
celular bacteriana, localizac@o intracelular e, principalmente, as lesoes abscedantes produzidas pela
bactéria dificultam ou impedem a agdo eficaz dos antimicrobianos convencionais. Ainda, C.
pseudotuberculosis produz biofilme - forma de crescimento na qual as coldnias estdo envolvidas em
uma matriz extracelular de carboidrato ou exopolissacarideo o que lhes confere protecdo contra
agressoes tanto do ambiente externo como do hospedeiro - , considerado eficiente na protegdo contra
varios antimicrobianos (OLSON et al., 2002). O conjunto dessas caracteristicas aponta que as drogas
lipofilicas sdo mais indicadas na terapia do microrganismo, visto que possuem bons indices
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terapéuticos no interior celular, mesmo na presenca de processo piogranulomatoso (PRESCOTT e
BAGGOT, 1988).

Ainda de acordo com Puyt (1992), nenhuma antibioticoterapia tem a pretensdo de erradicar em
100% os patdgenos bacterianos, mas reduzir sua populagdo de forma a permitir que a resposta imune
do hospedeiro encontre condigdes para eliminar o microrganismo. Assim, ¢ importante considerar a
idade, estado nutricional, condigdes sanitarias e, principalmente, concentragdo e tempo de tratamento
no prognostico da antibioticoterapia.

O uso de antimicrobianos na terapia da LC pode ser vista como elemento importante no
controle da doenga em casos individuais, principalmente em animais de alto valor zootécnico.
Entretanto, a adog¢do do tratamento sempre devera estar associado ao controle cirirgico e
imunoprofilatico, além da ado¢do de medidas como quarentena, eliminacdo de animais cronicamente
infectados e cuidados na aquisi¢do de novos animais, buscando reduzir as perdas econémicas advindas
da LC em pequenos ruminantes.

A ocorréncia de isolados multi-resistentes de C. pseudotuberculosis sugere a necessidade de
estudos genotipicos no intuito de avaliar a presenca de provaveis genes de resisténcia do
microrganismo.

TABELA 1. Freqiiéncia de sensibilidade in vitro de isolados de C. pseudotuberculosis de ovinos e
caprinos com linfadenite caseosa do Sertdo pernambucano frente a 14 antimicrobianos. Pernambuco,
2007.

Antimicrobiano Freqiiéncia Absoluta Freqiiéncia Relativa (%)
Ciprofloxacina 30/31 96,80
Cloranfenicol 30/31 96,80
Norfloxacina 29/31 93,50
Cefazolina 29/31 93,50
Amoxicilina 28/31 90,30
Tetraciclina 28/31 90,30
Sulfa-Trimetoprim 27/31 87,10
Orbifloxacina 26/31 83,90
Ampicilina 24/31 77,40
Penicilina 24/31 77,40
Lincomicina 24/31 77,40
Gentamicina 10/31 32,20
Novobiocina 4/31 12,90
Neomicina 3/31 9,70
CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem inferir que existe variagdo no perfil de
sensibilidade de C. pseudotuberculosis a antimicrobianos na regido do Sertdo de pernambuco,
reforcando que o sucesso da terapia antimicrobiana contra o agente deve ser preconizada com base em
testes de sensibilidade (antibiograma), no inttito de alcangar melhor efetividade.
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