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RESUMO - Com o objetivo de desenvolver uma vacina viva com a cepa 1002 do Coryne-
bacterium pseudotuberculosis, foram realizados experimentos iniciais com preparados deste
microrganismo. Tal cepa naturalmente pouco virulenta foi atenuada através de cultivo du-
rante sete dias em estufa a 379C. Esta vacina foi inicialmente testada quanto a inocuidade e
quanto & dose adequada, apSs o que, o experimento de campo foi realizado. Este experimento
consistiu em trés tratamentos: doze caprinos vacinados com a vacina viva; doze caprinos va-
cinados com a vacina morta, ¢ doze caprinos vacinados com soiugio salina 0.15 M. Os resul-
tados preliminares deste experimento evidenciam que tal vacina induz uma resposta humoral
especifica e um percentual significativo de imunoprotegio. Tais resultados foram confronta-
dos com os obtidos com uma vacina morta, anteriormente desenvolvida com esta mesma ce-
pa.

Termos para indexagdo: caprinos, Corynebacterium pseudotuberculosis.

PRELIMINARY RESULTS ON A LIVING VACCINE
AGAINST CASEOUS LYNPHADENITIS

ABSTRACT - In order to develop a live vaccine of the strain 1002 of Corynebacterium
pseudotuberculosis, initial experiments were carried out with preparations of this
microorganism. This strain, naturally of low virulence, was further attenuated in a 7-day
thermic (379C) treatment. This vaccine was first tested as to innocuousness and dose
adequacy after which the field experiment was made. This experiment consisted of three
treatments: twelve goats vaccinated with the live vaccine, twelve vaccinated with the dead
vaccine and 12 inoculated with a 0,15 M saline solution. The preliminary results of this
experiment show that the living vaccine induced a humoral response and a significant
immunoprotection level. These results were compared with the data obtained from dead

vaccine.

Index terms: goats, Corynebacterium pseudotuberculosis.

INTRODUCAO

A linfadenite caseosa, comumente chamada
de mal-do-carogo ou falsa-tuberculose, € uma
doenca que acomete ovinos e caprinos € tem
como agente etiolégico o Corynebacterium
ovis (Jolly 1965). A enfermidade causa sérios
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prejufzos a essas espécies, constituindo, mes-
mo, uma limitagdo zoopatolSgica As suas ex-
ploragées.

Numerosas tém sido as tentativas de vaci-
nagdo; entretanto, todas elas evidenciam ape-
nas resultados insatisfatérios no que diz res-
peito aos fndices de imunoprote¢do consegui-
dos em caprinos, segundo Nairn et al. (1982).
Cameron & Minnaar (1969), Cameron & En-
gelbrecht (1971), Cameron et al. (1972), Ca-
meron & Fuls (1973), Naim et al. (1977),
Cameron & Bester (1984), Anderson & Nairn
(1984), Brown et al. (1986) e, entre outros,
realizaram experimentos com C. pseudotuber-
culosis viva ou morta, com ou sem adjuvantes

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 26 (4):461-465, abr. 1991



462

e com o toxdide. Nestes experimentos, oS
melhores resultados obtidos foram com ovinos
e camundongos, 0 mesmo nado ocorrendo com
caprinos.

O presente trabalho apresenta os primeiros
resultados de experimentos realizados com
uma vacina viva, sem adjuvantes, desenvolvi-
da a partir da cepa 1002 de C. pseudotuber-
culosis, naturalmente de baixa viruléncia. Esta
cepa j4 vinha sendo utilizada num preparado
inativado pela formalina, ao qual se adiciona-
va fosfato de aluminio como adjuvante (vacina
morta). Tais experimentos consistiram no teste
de inocuidade, de melhor dose, de inducao
de anticorpos especificos e, finalmente, da
confrontagdo entre ‘‘vacina viva’” e ‘‘vacina
morta’’, em ensaios in vivo finalizados pelo
“‘desafio’’ e necrdpsia dos animais.

MATERIAL E METODOS

Preparo das vacinas

Cepa 1002 - Esta cepa foi isolada em 1971, no
municipio de Curacd, BA, a partir de material ca-
seoso extraido de abcessos de caprinos.

Cultivo do microrganismos - O cultivo foi reali-
zado em caldo de triptose enriquecido com lactalbu-
mina e extrato de levedura, e em 4gar-triptose con-
tendo o mesmo enriquecimento, seguindo-se as se-
guintes etapas: para a vacina viva, foram cultivadas
inicialmente as bactérias em caldo, por 48 horas, a
37°C. Em seguida, foram expandidas as culturas em
garrafas de Roux, nestas mesmas condigdes, e pos-
teriormente foram cultivadas novamente em caldo,
por sete dias, a 379C. Apés este periodo de tempo,
as bactérias vivas foram expandidas em garrafas de
Roux, por 48 horas, a 37°C, e em seguida, repicadas
em caldo, nestas mesmas condi¢des. Para o preparo
da vacina morta, ap6s a expansao inicial em garrafas
de Roux, foram transferidas estas bactérias para ba-
16es com caldo, por 48 horas, a 37°C. Procedeu-se,
entdo, a inativagdo com formalina a 5%, seguida de
repouso durante sete dias, 2 temperatura ambiente.
Finalmente, adicionou-se fosfato de aluminio como
adjuvante.

Confirmagio de viabilidade das culturas atenua-
das - O teste de viabilidade foi feito pelo método de
vazamento em placas, ap6s diluicdo decimal. Assim,
diluicées de 10-! a 10-7 eram semeadas em 4gar-
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sangue de coelho com alga-de-drigalski (48 horas,
379C).

Determinagio de inocuidade - O teste de inocui-
dade foi realizado em quatro caprinos, nos quais se
inocularam 2 x 10* CFU, via intradérmica.

Determinagio da dose imunogénica - Inicial-
mente, utilizou-se como pardmetro a indugao de res-
posta humoral especifica contra C. pseudotuberculo-
sis, medida pelo teste ELISA. Nestes experimentos
foram utilizados cinco grupos de quatro caprinos,
inoculados com doses de 2 x 104, 3 x 10%, 6 x 10%,
1 x 10° e 2 x 10% CFU, respectivamente, além de um
grupo-controle ndo-inoculado, com quatro animais.

Experimentos com as vacinas viva e morta

Animais - Foram utilizados caprinos higidos, com
quatro a seis meses de idade, mantidos na Estacio
Experimental de Carafbas, Jaguari, Ba.

Grupos e tratamento experimental - Trinta e seis
caprinos sorologicamente negativos para C. pseudo-
tuberculosis foram divididos em trés grupos de doze
animais, designados por 1, 2 e 3, os quais foram va-
cinados com vacina viva, vacina morta e solucao sa-
lina, respectivamente.

Dos animais dos grupos 1 e 2, seis receberam uma
dose, e outros seis receberam duas doses das respec-
tivas vacinas, com intervalo de trinta dias. O desafio
foi realizado seis meses apés a ltima vacinagdo, ino-
culando-se 100 ml de uma suspensio a 0,7% (v/v) de
bactérias vivas, repicadas por 48 horas, a partir de
material caseoso extraido de abscessos, em dois
pontos da regido ingiiinal. O sacrificio e a necrépsia
foram realizados trés meses ap6s o desafio. Os abs-
cessos encontrados através de necrépsia foram remo-
vidos, e os seus contetidos, cultivados em dgar-san-
gue. Provas bioquimicas de rotina foram realizadas
para a identificagdo dos microrganismos isolados.

Andlise dos resultados - Os resultados obtidos
foram submetidos ao teste do qui-quadrado e ao
teste exato de Fisher.

Monitoramento sorolégico

Os animais dos grupos de experimentagéo da va-
cina viva, morta e controle foram acompanhados
sorologicamente ao longo de seis meses, com coleta
mensal de soro.

A solorogia foi feita pelo ensaio imunoenzimético
“ELISA”, a seguir descrito resumidamente: Em pla-
cas de poliestireno previamente sensibilizadas com
sobrenadante de cultura de C. pseudotuberculosis em
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BHI (fonte de exotoxina) diluido a 1:10 com tampao
carbonato-bicarbonato 0,051 M, pH 9,6 e bloquea-
das com PBS - leite desnatado a 5%, foram incuba-
das amostras dos soros-testes € seus controles em
diluicées de 1:100, durante uma hora, a 37°C, em
camara timida. Ap6s trés lavagens (5 min) com PBS-
tween, acrescentou-se antissoro anti-IgG caprino,
conjugado com peroxidase, diluido 1:1000, e deixado
em incubagio durante 45 min, a 37°, em cdmara
timida. Ap6s nova lavagem como a anterior, acres-
centou-se a solugio reveladora contendo fosfato di-
bisico de sédio 4 mM, 4cido citrico 1 mM, interrom-
peu-se a reagdo com H>SO, 8 n, e fez-se a leitura
em leitor automdtico de “ELISA” com filtro de
492 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste de inocuidade - A necrdpsia dos qua-
tro animais, realizada seis meses apds a ino-
culagdo, seguida de minucioso exame anito-
mo-patoldgico, ndo revelou abscessos ou ou-
tras lesGes que sugerissem crescimento ou dis-
seminagao da C. pseudotuberculosis.

Determinagdo da dose imunogénica - Em
todos os cinco grupos de caprinos utilizados
neste experimento foram observados através
do teste ““‘ELISA”’, ao longo de quatro meses,
valores de densidade Gtica que atingiram cerca
de quatro vezes mais que o observado no gru-
po-controle. A Fig. 1 ilustra os resultados mé-
dios obtidos nos animais que foram vacinados
com 2 x 10* CFU. Os animais que receberam
doses a partir de 3 x 10* CFU desenvolveram,
na sua maioria, abscessos no local da inocula-
cao.

Os resultados dos grupos de experimenta-
¢do da vacina viva, morta e controle, apre-
sentados na Fig. 2, demonstram que os ani-
mais vacinados com a vacina viva e morta fo-
ram estimulados a produzir anticorpos contra
estes preparados, em niveis muito mais eleva-
dos que os animais do grupo-controle, sendo a
vacina morta capaz de induzir um estimulo
ainda maior do que a vacina viva.

Os resultados obtidos apés minucioso exa-
me anitomo-patolégico dos animais dos gru-
pos 1, 2 e 3 e apresentados na Fig. 3 demons-
tram que no grupo 1 o percentual de caprinos
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que nio desenvolveram abscessos caracteristi-
cos a Linfadenite caseosa apés o desafio foi
duas vezes maior do que o do grupo 2, e trés
vezes maior do que o do grupo 3, o grupo-
controle.

Os resultados apresentados, apesar de pre-
liminares, sdo sugestivos de que a vacina viva
preparada com microrganismos da cepa 1002,
envelhecidos por sete dias, e uma dose baixa
(2 x 10* CFU), € capaz de induzir um percen-
tual de imunoprotegdo de cerca de 83,3%,
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FIG. 1. Valores de densidade 6ptica (médias)
mensurados por “ELISA”’, a partir de
amostras de soros de animais vacinados
com 2 x 10* CFU de C. pseudotuberculo-
sis e de animais-controles.
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FIG. 2. Valores de D.O. (médias) mensuradas
por “ELISA” em amostras de soros de
animais com a vacina viva, vacina
morta e animais-controles.
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FIG. 3. Percentual de animais que apresenta-
vam abscessos ou lesdes causadas por C.
pseudotuberculosis, confrontados com os
animais que nio se infectaram. 1, 2 e 3,
grupos experimentais, respectivamente
vacina viva, viva morta e controle.

contra 41,6% induzido pela vacina morta e
25% observado no grupo-controle. Estes re-
sultados indicam a vantagem da utilizagdo co-
mo vacina, da C. pseudotuberculosis viva ao
invés da inativada. A vacina viva estimula,
aparentemente, menos resposta por anticorpos
(Fig. 2) que a vacina inativada, provavelmente
por esta estar associada a adjuvante. A res-
posta humoral contra estes microrganismos pa-
rece ndo contribuir de modo decisivo para a
sua eliminagdo (Cameron 1982). Em experi-
mentos envolvendo preparados vivos, Came-
ron & Fuls (1973), Brogden et al. (1984) e
Garg & Chandiramani (1985) evidenciaram
resultados irregulares ou mesmo indesejaveis
quando confrontados com os obtidos neste
trabalho, ou seja, formagdo de abscessos nos
locais de inoculacdo, e/ou doenga clinica
(Cameron & Bester 1984).

Os resultados aqui apresentados com a va-
cina viva sdo promissores, especialmente
quando confrontados com os obtidos com a
vacina morta, uma vez que comprovam sua
inocuidade e protegao ao desafio com inéculo
virulento.

Novos experimentos, com amostras bem
maiores, buscando esclarecer ou definir alguns
outros aspectos ou parametros que envolvem a
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sua utilizagdo em larga escala como vacina,
sdo indicados.

CONCLUSOES

1. A presenga, ou nado, de animais com le-
sdes nos grupos experimentais foi influenciada
pelo tratamento ministrado, verificando-se um
nimero menor de animais com lesées no grupo
vacinado.

2. Dentre os grupos vacinados, aquele que
recebeu a vacina viva apresentou menor inci-
déncia de lesdes.
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