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Corynebacterium pseudotuberculosis, o agente etiolégico
da linfadenite caseosa em caprinos
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Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ o agente etioldgico da linfadenite
caseosa em ovinos e caprinos, uma doenca responsavel por perdas econd-
micas graves no Nordeste do Brasil. Esta revisao se reporta a caracteriza-
cdo de Corynebacterium pseudotuberculosis através de aspectos
morfotintoriais, morfologia colonial, reacdes bioquimicas e métodos
moleculares.

Palavras-chave

Corynebacterium pseudotuberculosis, linfadenite caseosa, fosfolipase D

Prof* Lilia Ferreira de Moura Costa
Laboratorio de Bacteriologia

Departamento de Biointeracao

Instituto de Ciéncias da Saude

Universidade Federal da Bahia

Av. Reitor Miguel Calmon s/n Vale do Canela
40.110-100 - Salvador, Bahia, Brasil

e-mail: lilia@ufba.br

R. Ci. Méd. Biol,, Salvador, v. 1, n. 1, p. 105-115, nov. 2002



106
Introducao

A linfadenite caseosa ¢ considerada uma
doenca infectocontagiosa cronica que acomete
caprinos e ovinos. E caracterizada por um quadro
de abscesso dos linfonodos que apresentam ma-
terial seco, purulento de cor branco-esverdeada
(AYERS, 1977). Estes abscessos podem ser super-
ficiais ou internos e pode haver, ainda, lesao de
visceras. O agente etioldgico da linfadenite caseosa
¢ a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis
(BENHAM; SEAMAN, WOODBINE, 1962;
CAMERON; MINNAR, 1969; BATEY,
1986D).

C. pseudotuberculosis tem sido identificada
em paises em que existem grandes criacdes de
ovinos e caprinos como Australia, Argentina,
Nova Zelandia, Africa do Sul e Estados Unidos
(MERCHANT; PACKER, 1975; AYERS, 1977,
ASHFAQ); CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981)
e em paises da Comunidade Europé¢ia (STING;
STENG; SPENGLER 1998). No Brasil, j4 foi iso-
lada e caracterizada no interior da Bahia MOURA
COSTA et al., 1973) e em outros Estados do
Nordeste (UNANIAN; SILVA; PANT, 1985).
Benham, Seaman e Woodbine, em 1962, relacio-
nam casos de linfadenite caseosa com isolamento
de C. pseudotuberculosis em paises como Argentina,
Chile, Uruguai, Canada, Franca, Itilia, Gra-
Bretanha, Unido Soviética e Sudio. Trata-se, por-
tanto, de um microrganismo cosmopolita.

No Nordeste do Brasil, existe uma alta
prevaléncia de linfadenite caseosa nos rebanhos
de caprinos (RIBEIRO et al., 1988; UNANIAN;
SILVA; PANT, 1985). Os prejuizos nesta regiio
do pais provocados pela linfadenite sio muito
grandes, uma vez que muitos dos pequenos cria-
dores tém a caprinocultura como uma das suas
principiais atividades econdmicas (RIBEIRO et
al., 1988) e os abscessos levam a danos a pele e
a condenacio da carne, principalmente no co-

mércio exterior (EGGLETON et al., 1991).

Caracteristicas do microrganismo
e seu cultivo

O agente etiologico da linfadenite caseosa,
a bactéria C. pseudotuberculosis, foi descrito pela
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primeira vez por Nocard em 1885, posterior-
mente por Preisz (1891) Lehmann e Neumann
(1896), Buchanan (1911) e Bergey (1923), cita-
dos por Benham, Seaman e Woodbine (1962).
A nomenclatura atual foi adotada em 1948 na
6" edicio do Bergey’s Manual, no entanto a de-
signacdo Corynebacterium ovis ¢ usada como si-
nonimo. C. pseudotuberculosis caracteriza-se como
um bacilo Gram-positivo curto e irregular (0,5
a 0,6 pm por 1 a 3 pm), podendo apresentar
aspecto cocoide, e pode se mostrar isolado ou
formando grupamentos irregulares ou em pali-
cada. Sao bacilos imoveis, anaerobios facultati-
vos, fermentativos e nio formam esporos
(BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962;
BATEY, 1986b; MERCHANT; PACKER,
1975; QUINN et al., 1994).

Além das caracteristicas morfotintoriais,
C. pseudotuberculosis ¢ caracterizado por provas
bioquimicas, tais como: producio de catalase,
producio de urease, reducio de nitrato a nitrito
e fermentacao de carboidratos, sem producio
de gais (MERCHANT; PACKER, 1975) como:
maltose, manose, glicose, galactose (varidvel);
nio fermenta lactose (MUCKLE; GYLES,
1982; SONGER et al., 1988; SUTHERLAND;
HART; BULLER, 1996; COSTA; SPIER;
HIRSH, 1998); nio tem atividade proteolitica,
nao hidrolisando a gelatina nem digerindo a
caseina (MERCHANT; PACKER, 1975; QUINN
et al., 1994). Songer et al. (1988) esclarecem
que as diferencas en tre os resultados de algu-
mas provas bioquimicas, principalmente de fer-
mentacio de carboidratos, podem ocorrer, em
virtude dos diferentes métodos usados por di-
versos autores, e sugerem, ainda, que estas dife-
rencas podem ser atribuidas a existéncia de
biovariedades entre as cepas estudadas.

C. pseudotuberculosis ¢ uma bactéria mesofilica,
cuja temperatura ideal ¢ 37°C (BENHAM,
SEAMAN; WOODBINE, 1962; MERCHANT;
PACKER, 1975), com um crescimento carac-
teristico, gracas as coldnias hidrof¢bicas forma-
das (BATEY, 1986Db). Alguns autores relacio-
nam um crescimento melhor em uma atmosfe-
ra de 5% de CO, (BENHAM; SEAMAN;
WOODBINE, 1962; MUCKLE; GYLES,
1982).



C. pseudotuberculosis ¢ exigente do ponto
de vista nutricional, crescendo bem em meios
enriquecidos como dgar sangue, agar BHI ou
caldo BHI ou enriquecidos com soro animal.
Seu rendimento aumenta quando ao BHI ¢
acrescentado extrato de levedura, triptona ou
lactoalbumina (CAMERON; SWART, 1965).
O crescimento da bactéria em meio liquido
ocorre como uma pelicula na superficie, sem
turvacio do meio. Esta pelicula ¢ desfeita pela
agitacdo, formando-se, entdo, flocos que pre-
cipitam (CARNE, 1939; MERCHANT;
PACKER, 1975; MUCKLE; GYLES, 1982). A
pelicula ¢ atribuida aos lipidios de superficie, e
a formacio de uma pelicula mais densa, a uma
maior viruléncia (JOLLY, 1966). O fato de C.
pseudotuberculosis crescer em meio liquido for-
mando flocos dificulta a contagem de células
vidveis e a padronizacio do inoculo. A forma-
cao de flocos, caracteristicos, pode ser diminui-
da, e o rendimento da cultura aumentado pelo
acréscimo de mono-oleato de sorbitan, Tween
80 (JOLLY, 1966; BATEY, 1986a). O acrésci-
mo de Tween 80 ao meio leva ainda a um au-
mento da atividade hemolitica das cepas, quan-
do comparadas com cepas cultivadas na ausén-

cia deste agente (SUTHERLAND; SPEIJERS,
ANDRES, 1989).

No 4gar sangue, sio formadas colonias
pequenas, de coloracio branco-acinzentada,
opacas e friaveis. Apos varios dias de incuba-
cio, as colénias podem alcancar 3 mm de dia-
metro e sio de coloracio creme (QUINN et
al., 1994). Produzem [ hemolise, caracteristica
que pode nio aparecer até 48 a 72h de incuba-
cio (CARNE, 1939; CAMERON; SWART,
1965; QUINN et al., 1994). O pH ideal para o
crescimento esta entre 7,0 e 7,2 (MERCHANT;
PACKER, 1975), mas, segundo Batey (19806a),
C. pseudotuberculosis pode crescer bem em uma

variacao de pH de 7,0 a 8,0.
Biberstein (citado por Batey, 1986Db) ad-

mite a existéncia de dois biotipos baseados na
producio de nitrato redutase. A reducio do
nitrato a nitrito caracteriza cepas que infectam
preferencialmente eqiiinos, enquanto as cepas
que infectam preferencialmente caprinos e
ovinos sio nitrato negativas (BATEY, 1986b;
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COSTA; SPIER; HIRSH, 1998). Segundo
trabalho de SONGER et al. (1988), os bovinos
sdo infectados tanto por cepas nitrato positivas
quanto por cepas nitrato negativas. Os autores
sugerem que o biotipo que infecta eqiiinos, e
que apresenta sensibilidade a estreptomicina,
seja denominado equi, enquanto o que infecta
ovinos e caprinos, resistente a estreptomicina,
seja denominado owis. A analise através de enzimas
de restricio confirma diferencas entre estes dois
biotipos (SONGER et al., 1988; COSTA; SPIER;
HIRSH, 1998; SUTHERILAND; HART;
BULLER, 1996). As bases fenotipicas e genoti-
picas desta diferenca de hospedeiro preferencial
ainda nao estio definidas.

C. pseudotuberculosis apresenta lipidios as-
sociados a parede celular a semelhanca do 4ci-
do micolico de Mycobacterium tuberculosis, ape-
sar de ndo apresentar alcool-dcido resisténcia.
A presenca destes lipidios ¢ atribuido o cresci-
mento padrio em meio liquido, formando flo-
cos caracteristicos (JOLLY, 1966). Estudos de
microscopia eletrénica mostraram a presenca
de uma camada eletrodensa externa a parede
celular, atribuida a estes lipidios. A remocio
nao diminui a viabilidade da bactéria. A atenu-
acio gerada por repiques sucessivos estd relacio-
nada a um estreitamento desta camada lipidica
(HARD, 1975). De acordo com Jolly (1960),
esta camada lipidica dificultaria a fagocitose da
bactéria, aumentando sua viruléncia. Para ou-
tros autores (BATEY, 1986b; SONGER et al,,
1990), estes lipidios estio relacionados a
citoxicidade. Zaki (1976) demonstrou que bac-
térias sujeitas a agentes quimicos e fisicos per-
dem a capacidade de matar camundongos, mas
mantém a propriedade de causar lesdes pio-
génicas estéreis. O fator piogénico estaria relacio-
nado a esta substincia termo estavel da parede
celular. Cameron, Minnar e Purdon (1969) de-
monstraram que a extracao por solventes deste
componente lipidico ndo afetava a imunogeni-
cidade da parede celular.

O lipidio de parede de C. pseudotuberculosis
foi caracterizado por cromatografia e espectro-
fotometria de massa que demonstrou que o
dcido corinomicolico (IONEDA, 1993) guarda

semelhanca com os lipidios de superficie de
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Rhodococcus, Nocardia e Mycobacterium. Quando
aquecidos a 300°C, liberam duas subunidades.
A subunidade 0 ¢ um 4cido graxo e a subuni-
dade B ¢ um meroaldeido. A cadeia principal ¢
formada por 32 carbonos, e existem anéis aro-
maticos (grupos benzoil) ligados a esta cadeia.

A producio de fosfolipase D foi encontra-
da por Songer et al. (1988) em todas as cepas
estudadas. Este autor atribui a enzima uma im-
portancia na viabilidade de C. pseudotuberculosis.
Mesmo as cepas mantidas em meios de cultura
por mais de quarenta anos, segundo o autor,
continuavam produzindo fosfolipase D. A fos-
folipase D é caracterizada como uma exotoxi-
na. Muitas de suas propriedades biologicas ain-
da nio estio esclarecidas. Sio conhecidas algu-
mas caracteristicas, tais como: acio de hidrolisar
lisofosfatidilcolina e esfingomielina; tem pl de
9,8; necessita de ions Ca e Mg para sua ativida-
de; é toxica para roedores de laboratorio; e ¢
capaz de lisar eritrécitos de carneiro em sinergis-
mo com a colesterol oxidase e a fosfolipase C
produzidas por Rhodococcus equi. A fosfolipase
D ¢ capaz de proteger eritrocitos de carneiro da
lise por hemolisina estafilococica (esfingo-
mielinase). O peso molecular de fosfolipase D
¢ de, aproximadamente, 31,5kDa. Aparente-
mente, C. pseudotuberculosis nao produz outra
proteina hemolitica ou que tenha a¢io sinérgica.
Outras bactérias produzem fosfolipases que es-
tdo envolvidas na patogénese de doencas. E ne-
cessario um maior conhecimento sobre sinte-
se, regulacio, secrecio e mecanismo de acio da
fosfolipase D para entender o seu exato papel
na doenca e no desenvolvimento de resisténcia

ao patogeno (SONGER et al., 1990).

Em revisao de 1997, Songer relata que as
atividades de fosfolipase D de C. pseudotuberculosis
podem ser originadas de sitios diferentes da
molécula. Segundo este autor, a atividade de
hemolise sinérgica com a colesterol oxidase de
Rhodoccocus equi, assim como a atividade
esfingomielinase sio abolidas com a inativacio
pela formalina, enquanto a acio de inibicio da
B hemolise por toxina estafilococica permane-
ce. Uma bactéria modificada por uma mutacio
no gene que codifica a fosfolipase D, quando
inoculada em caprinos, mostrou uma capaci-
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dade reduzida de estabelecer uma infeccao lo-
cal e incapaz de causar granulomas em linfo-
nodos regionais, confirmando que a fosfolipase
D facilita a persisténcia e disseminacio de C.

pseudotuberculosis no hospedeiro (McNAMARA,;
BRADLEY; SONGER, 1994).

O gene da fosfolipase D de C. pseudotu-
berculosis j4 foi clonado e expresso em Escherichia
coli, codificando uma proteina de aproximada-
mente 31,5kDa (SONGER, et al., 1990;
HODGSON; BIRD; NISBET, 1990). Muitos
estudos usando a exotoxina bruta ou parcial-
mente purificada mostram que a atividade da
fosfolipase D sobre a esfingomielina na mem-
brana das células do endotélio vascular parece
ser importante na disseminacio da bactéria do
local da infeccio para os linfonodos e que os
anticorpos anti-fosfolipase D parecem limitar a
disseminacio no hospedeiro infectado (ALVES;

OLANDER, 1999).

As proteinas resultantes da seqiiéncia de
genes de C. pseudotuberculosis biotipos ovis e equi,
Corynebacterium ulcerans, assim como de
Arcanobacterium haemolyticum demostram ser
homologas num percentual que varia de 64% a
97%, e os anticorpos contra estas toxinas mos-
tram grande reatividade cruzada (McNAMARA;
CUEVAS; SONGER, 1995).

Os antigenos de C. pseudotuberculosis

Além da fosfolipase D, outros antigenos
foram mencionados por alguns autores. Parte
destes antigenos aparecem no sobrenadante,
como a fosfolipase D, enquanto outros estio
associados a célula bacteriana.

Quanto aos antigenos ligados a bactéria,
Ellis et al. (1991a) definiram por Western blotting
onze antigenos de 20kDa; 22,4kDa; 31,6kDa;
35,5kDa; 36,3kDa; 39,8kDa; 45,7kDa;
56,2kDa; 63,1kDa; 79,4kDa e 100kDa. Em tra-
balho posterior (1991Dh), o0 mesmo grupo iden-
tificou proteinas de 12kDa; 25,1kDa; 31,06kDa;
36,3kDa; 39,8kDa; 63kDa; 70kDa; 75kDa;
79,4kDa; 100kDa e 120kDa. Braithwaite et al.
(1993), usando a coloracio pela prata e Western
blotting, isolaram proteinas com os seguintes



pesos: 14kDa; 30kDa; 33kDa; 36kDa; 48kDa;
58kDa; 64kDa; 84kDa; 120kDa. Muckle et al.
(1992) caracterizaram, no extrato de células bacte-
rianas, proteinas de 31,5kDa; 40kDa; 43kDa;
64kDa; 68kDa e 120kDa. Sting, Steng e
Spengler (1998), em trabalho com caprinos, re-
velaram, associados a célula bacteriana, antigenos
de 20 a 120kDa, dando énfase aos antigenos de
30kDa e 55kDa, como predominantes.

Dentre os antigenos secretados, Ellis et al.
(1991Db) relacionam antigenos de 20kDa;
25,1kDa; 31,6kDa; 39,8kDa; 63kDa e 68kDa.
Braithwaite et al. (1993) relatam o achado de
antigenos de 31,5kDa; 30kDa; 56kDa e 63kDa.

Walker et al. (1994) isolaram uma proteina
secretada de 40kDa, que, usada como vacina as-
sociada a hidroxido de aluminio, estabeleceu
uma resposta protetora em 82% dos ovinos va-
cinados. Em outro trabalho, Wilson, Brandon
e Walker (1995) clonaram e seqiienciaram o gene
desta proteina de 40kDa, demonstrando nio
haver homologia desta proteina com outras ji
seqiienciadas. A andlise bioquimica da proteina
revelou propriedade proteolitica, provavelmen-
te pertencente ao grupo das serino-proteases.

Patogenia de C. pseudotuberculosis

A linfadenite caseosa ¢ uma doenca que
compromete principalmente a pele do animal,
uma vez que os abscessos podem drenar natu-
ralmente, gerando solucoes de continuidade na
pele (AYERS, 1977). Quando ocorrem lesoes
internas, acarretam perda de peso, deficiéncia
reprodutiva, podendo levar 4 morte do animal
(ASHFAQ; CAMPBELL, 1979; BURREL,
1981). Pode ocorrer, ainda, diminui¢ao da pro-
ducio de 13, em ovinos, ou a condenacao da

carne (NAIRN; ROBERTSON, 1974).

A forma de contagio ainda é controversa,
mas, provavelmente, ocorre através do contato
entre o drenado do abscesso e a pele ou mucosas
integras dos animais sadios, ou onde existam
solucdes de continuidade (BURREL, 1981;
BATEY, 1986b), ou, ainda, através de aspira-
cio de aerossois (CHAPLIN et al., 1999). Se-
gundo Paton et al. (1995), a fonte de microrga-
nismos, em rebanhos ovinos, poderiam ser le-
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sdes pulmonares clinicamente nao diagnosti-
cadas, responsaveis pela liberacio das bactérias
por aerossois.

A partir da lesdo inicial ou da porta de
entrada, a bactéria chega até os linfonodos regio-
nais, principalmente pré-crurais e pré-escapulares
(em caprinos), onde produz a lesao caseosa ca-
racteristica (JOLLY, 1966; BATEY, 1980b). A
disseminacio da bactéria no organismo hospe-
deiro depende, principalmente, da exotoxina
liberada com propriedade hemolitica e
vasodilatadora (BENHAM; SEAMAN;
WOODBINE, 1962; JOLLY, 1966; BURREL,
1981) com atividade fosfolipdsica (BATEY,
1986b; SONGER, 1997).

Apesar de ser uma doenca caracteristica de
caprinos e ovinos, C. pseudotuberculosis estd rela-
cionado com doenca em eqilinos, nos quais a
patologia mais frequiente é a linfangite ulcerativa,
ocorrendo também abscessos peitorais,
inguinais e abdominais (BATEY, 1986b). Em
revisio feita em 1962, Benham, Seaman e
Woodbine relatam casos de linfadenite caseosa
relacionada com outras espécies como bovinos,
veados e camelos, nos quais o agente isolado
foi C. pseudotuberculosis. Segundo Songer et al.
(1990), existe uma certa prevaléncia de absces-
sos superficiais causados por C. pseudotuberculosis
em gado leiteiro no Oeste dos Estados Uni-
dos. Existem, ainda, trabalhos que citam infec-
¢do em humanos, com um quadro clinico seme-
lhante ao encontrado em caprinos e ovinos, rela-
cionados com contato com estes animais (LOPEZ;

WONG; QUESADA, 1966; BATTEY; TONGE,
1968; PEEL et al., 1997).

A doenca apresenta um periodo de incuba-
cdo longo, o que torna dificil a separacio entre
animais infectados e animais nao infectados
(BATEY, 1986Db). A introducio de um animal
infectado em um rebanho leva ao aparecimento
de abscessos nos animais no periodo de dois a
trés anos. Uma vez introduzida a infeccio em um
rebanho, torna-se muito dificil a sua erradicacio

(AYERS; 1977; ALVES; OLANDER, 1999).

Existem duvidas quanto a porta de entra-
da do C. pseudotuberculosis no organismo do ani-
mal e de como o microrganismo chega até os
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linfonodos. A hipotese mais aceita ¢ a de que a
infeccio ocorra na pele ou mucosa e, a partir
dai, chegue aos linfonodos ou a outros orgaos
(BURREL, 1981; BATEY, 1986b). Os caprinos
podem se infectar através da ingestio de micror-
ganismos contaminantes do alimento, que po-
dem ser ingeridos ou penetrar através de lesdes
na mucosa oral provocadas pela alimentacio
fibrosa (BURREL, 1981). A porta de entrada
provavelmente difere entre caprinos e ovinos,
jd que estes sofrem solucdes de continuidade
na pele por ocasiio da tosquia; outros compor-
tamentos diferentes entre as duas espécies re-
sultam em uma distribuicio diferente dos abs-
cessos (NAIRN; ROBERTSON, 1974; PATON
et al., 1995; ASHFAQ); CAMPBELL, 1979).
O material fecal no campo também pode fun-
cionar como fonte de infeccio, uma vez que a
bactéria pode permanecer viavel por meses no
ambiente (BURREL, 1981; BATEY, 1986D).
A aspiracio de aerossois também ¢é sugerida por
Paton et al. (1995) como uma porta de entra-
da. O local mais evidente de funcionar como
porta de entrada parece ser mesmo a pele, o
que ¢ sugerido pela distribuicao dos abscessos

nas carcacas dos animais (BATEY, 1986D).

Batey (1986Db) relata estudos experimen-
tais usando camundongos, que sugerem que a
disseminacao da bactéria do local da inoculacio,
livre ou dentro de fagocitos, ocorre rapidamen-
te e é seguida de disseminacio para drgaos como
figado, baco e rim. Nairn e Robertson (1974)
observaram que as lesdes viscerais em ovinos
sdo concomitantes as lesdes em linfonodos. A
enzima fosfolipase D parece ter grande impor-
tancia na disseminacio da bactéria, uma vez que
as membranas das células de mamiferos tém
uma quantidade grande de fosfolipidios. Em
ovinos, foi demonstrada a presenca de uma
grande quantidade de prostaglandina, indu-
zindo uma resposta inflamatoria local, que leva
a um aumento da permeabilidade e a um deslo-
camento de fagocitos, que migram, entdo, para
os linfonodos. O uso de antitoxina diminui a
permeabilidade vascular e reduz a transferéncia
da bactéria para os linfonodos regionais, prote-

gendo do desenvolvimento da lesio (BURREL,
1981).
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A infeccio, seja em linfonodos, seja em
outros orgiaos, evolui com fagocitose, multi-
plicacio intracelular de C. pseudotuberculosis e
morte das células hospedeiras. Na infeccio ex-
perimental, a lesio evolui com a segregacio de
microrganismos e células degeneradas por ca-
madas de macrofagos e tecido fibroso (BATEY,
1986Db). O tamanho da lesio parece ser deter-
minado pelo niimero de microrganismos e pela
presenca de uma maior quantidade de lipidio
citotoxico. Variacdes na evolucio da doenca
ocorrem tanto em infeccdes experimentais quan-
to em naturais e, em um rebanho infectado,
um animal pode ter anticorpos antitoxina sem

apresentar lesdes (NAIRN; ROBERTSON,
1974).

Jolly (1966) observou a evolucio das lesoes e
notou que, quando havia uma predominancia de
macrofagos, elas se resolviam, e quando predomi-
navam polimorfonucleares, as lesdes cronificavam.
Isto sugere que a resposta do hospedeiro ¢ mais
importante para a evolucio da doenca do que a
viruléncia da bactéria. Existe uma tendéncia para
que a bactéria seja eliminada. Em camundongos,
as bactérias sio eliminadas em 14 dias ou surge a
lesao caseosa (BATEY, 1980Db). Esta lesio é uma
forma de conter a bactéria e evitar que ela se disse-
mine no organismo hospedeiro.

Diferenciacao de cepas de
C. pseudotuberculosis através de

técnicas de biologia molecular

Microrganismos pertencentes a uma mes-
ma espécie, mas a cepas diferentes, podem ser
diferenciados através de técnicas de biologia
molecular que permitem a observacio de pa-
droes baseados em pequenas diferencas na se-

quéncia de DNA.

Das técnicas atualmente em uso, a PFGE
ou eletroforese em gel de campo pulsado ¢ das
mais precisas e reprodutiveis. Nesta técnica, a cul-
tura bacteriana pura ¢ combinada a agarose fundi-
da e colocada em pequenos moldes. O resultado
sao pequenos pedacos de agarose contendo o
microrganismo inteiro. A bactéria &, entdo, sujei-
ta a lise por detergente e enzimas e, depois, sub-
metida & acio de uma enzima de restricio. Os



fragmentos de agarose contendo a bactéria
digerida sdo inseridos em gel de agarose e sujei-
tos a eletroforese em um aparelho em que a
polaridade ¢ mudada em intervalos determina-
dos. Pode-se separar, por esta técnica, fragmen-
tos de DNA de 10 a 800 kb. O gel ¢ corado por
brometo de etidio, e o resultado fotografado e
analisado em aparelhos digitais disponiveis co-
mercialmente. Por esta técnica, a comparacio
de microrganismos relacionados é possivel, ba-
seada na diferenca de bandas geradas (TENOVER
et al.,, 1995). Quanto maior o numero de ban-
das diferentes, menos relacionadas sio as bacté-
rias. Esta técnica ¢ considerada por muitos au-
tores como o padrio-ouro dentre as técnicas de

tipagem molecular (OLIVE; BEAN, 1999).

A técnica de fingerprint mais simples é a
chamada REA (restriction endonuclease analysis) ou
andlise por endonucleases de restricio. Esta téc-
nica consiste em, a partir do DNA cromosso-
mico, fazer clivagens usando enzimas de restri-
cdo e, em seguida, uma eletroforese em gel de
agarose e, corando com brometo de etidio, fo-
tografar em UV. A analise por endonucleases
de restricio pode ser usada nio s para caracte-
rizar a espécie, mas também permite a diferen-
ciacdo em cepas. Esta diferenciacio é possivel
gracas a pequenas alteracdes na seqiiéncia de
nucleotideos do cromossomo que origine siti-
os de clivagem diferentes. A desvantagem da
técnica é que ela pode gerar muitas bandas a
serem analisadas e, dessa forma, dificultar a di-
ferenciacio.

Uma outra técnica empregada para diferen-
ciacio entre individuos de uma mesma espécie,
mas de cepas diferentes, ¢ o chamado
polimorfismo de comprimentos de fragmentos
de restricio (RFLP). Esta técnica implica em uma
digestio com endonucleases de restricio, seguida
de eletroforese em gel de agarose e uma posterior
transferéncia tipo southern para uma membrana
onde é feita uma hibridizacio com uma sonda
marcada. Esta sonda pode ser a seqiiéncia do gene
de fracdes 16S ou 23S do RNA ribossémico ou
outra seqliéncia genética conhecida. A técnica de
RFLP tem uma vantagem sobre a REA por de-
monstrar menos bandas a serem analisadas e com-

paradas (OLIVE; BEAN, 1999).
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A técnica de RFLP pode ser feita, ainda,
PCR (reacio de

polimerizacio em cadeia) baseado em RFLP locus

pela modalidade de

especifico. Nesta técnica, o locus a ser analisado
¢ amplificado com primers especificos para o gene
e, posteriormente, sujeito a analise dos fragmen-
tos de restricio. Os fragmentos de DNA sio
separados em gel de poliacrilamida ou agarose
e as bandas coradas com brometo de etidio. O
locus escolhido pode ser o gene 16S ou 23S;
neste caso, tem-se uma variacao da ribotipagem.

O chamado ensaio de DNA polimorfico
randomicamente amplificado (RAPD) também
¢ conhecido como PCR arbitrariamente prima-
do. Esta técnica se baseia no uso de pequenos
primers de 9 a 10 bases, que hibridizam com
suficiente afinidade as sequiéncias de DNA
cromossdmico a baixas temperaturas de parea-
mento, de tal forma que podem ser usados para
iniciar amplificacio de regides do genoma
bacteriano. O ntimero e a localizacio dos sitios
de hibridizacio aos primers variam dentro de
cepas de uma mesma espécie. E feita, em segui-
da, uma separacio através de eletroforese em
gel de agarose dos produtos da amplificacio, e
os padrdes de banda devem, teoricamente, ser
diferentes entre as cepas relacionadas.

A técnica REP-PCR (reacio de polime-
rizacio em cadeia de seqliéncias repetitivas) ¢
baseada em seqiiéncias conhecidas como elemen-
tos palindrémicos extragénicos repetitivos. Es-
tas sio seqiiéncias de 38bp que consistem de
seis posicdes degeneradas e uma alca variavel de
5bp entre duas porcdes palindromicas conser-
vadas. As seqiiéncias REP jd foram descritas em
virias bactérias entéricas. Outra seqiiéncia con-
servada ¢ chamada ERIC ou seqtiéncias de con-
senso repetitivas intergénicas enterobacterianas.
As sequiéncias ERIC siao elementos de 126bp
localizados na regido extragénica e altamente
conservados. Muitos estudos mostram que a
técnica REP-PCR tem grande correlacao de re-
sultados com a PFGE, porém com um poder

discriminatorio menor (OLIVE; BEAN, 1999).

Polimorfismo de comprimento de frag-
mentos amplificados (AFLP) ¢ uma técnica base-
ada na amplificacio de grupos de fragmentos
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de restricaio de DNA gerados, por digestao, por
enzimas de restricio. O DNA gendémico da bac-
téria ¢ extraido, purificado e sujeito a digestiao
por duas enzimas de restricio. Os fragmentos
de restricio sio ligados a conexdes contendo
um sitio de restricao e uma seqiiéncia homologa
a um primer de PCR. Os primers usados contém
sequiiéncias de DNA homologas as conexdes e
uma ou duas bases seletivas na extremidade 3’.
Dessa forma, os nucleotideos seletivos permitem
a amplificacio de apenas um grupo de fragmen-
tos de restricio gendmicos. Estes primers sio mar-
cados radioativamente por fluorescéncia, ou é
usada a coloracio por brometo de etidio. Se-
gundo alguns autores, a técnica de AFLP ¢ muito
reprodutivel e tem a capacidade de diferenciar ce-

pas relacionadas (SAVELKOUL et al., 1999).

O seqiienciamento do DNA em seqtiencia-
dor automatico parece ser a melhor forma de
diferenciar cepas ou subtipos, uma vez que as
diferencas mostradas nas técnicas anteriores se
baseiam em diferencas na sequiéncia de DNA.
O seqiienciamento come¢a com uma amplifi-
cacio por PCR direcionada a uma regiao gené-
tica de interesse. Depois, é feito o seqiiencia-
mento da regido amplificada. A analise ¢ feita
automaticamente em equipamento apropriado,
usando-se dideoxinucleotideos marcados com
quatro diferentes corantes fluorescentes, cada
um marcando um nucleotideo diferente.

O seqiienciamento do DNA s6 pode ser
dirigido a pequenas porcdes do DNA. E impra-
ticavel seqiienciar multiplas ou grandes regides
do cromossomo. Por outro lado, as técnicas de
biologia molecular, também chamadas
fingerprint, como RFLP, PFGE, AFLP, permi-
tem a andlise do cromossomo inteiro, ao invés
de pequenas porcdes do DNA, que podem con-
ter ou nio alguma variacio (OLIVE; BEAN,
1999).

As técnicas de andlise com enzima de res-
tricio (REA) e de polimorfismo de comprimen-
to de fragmentos de restricio (RFLP) foram usa-
das por alguns autores, visando a caracterizacio
de C. pseudotuberculosis. A analise por enzimas
de restricio (REA) foi feita por Songer et al.
(1988), evidenciando diferencas no padriao de
restricao, diferenciando as cepas nitrato redutase
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positivas das cepas nitrato redutase negativas,
usando Eco RV e Pst I. O mesmo autor, clo-
nando e seqiienciando o gene de fosfolipase D,
em 1990, constatou a presenca de um sitio de
restricio no biotipo equi para BamHI, flan-
queando o gene da fosfolipase D, ausente no
biotipo owis.

Um estudo comparativo de 13 cepas de
C. pseudotuberculosis isoladas de origens diversas,
através de RFLP usando ribotipagem (onde a
sonda usada ¢ derivada de gene da subunidade
16S do RNA ribossomal) mostrou diferenca de
bandas entre cepas nitrato negativas e nitrato
positivas, usando Apa I, Pst [ e Sst I, sendo que
Pst I diferenciou uma cepa nitrato positiva das
demais (SUTHERLAND; HART; BULLER,
1996). Em outro trabalho, Costa, Spier e Hirsh
(1998), comparando 37 cepas de C. pseudotuber-
culosis de diferentes locais do mundo, usando
também a técnica de RFLP com ribotipagem,
as enzimas Apa [, Hind III, Pst I e Sst [, mostra-
ram diferencas entre as cepas isoladas de gran-
des ruminantes e cepas isoladas de pequenos
ruminantes, sendo que Pst [ mostrou diferenca
em uma das cepas de pequenos ruminantes.

A técnica de RFLP associada a riboti-
pagem foi usada para identificar bactérias den-
tro de género Corynebacterium e Turicella, por
Bjorkroth, Korkeala e Funke (1999), usando as
enzimas de restricio Bst EIl, Sma I, e Sph I,
mostrando que a técnica pode ser empregada
para caracterizacio de espécies do género
Corynebacterium.

Literak et al. (1998) estudando, através de
REA, RFLP e ribotipagem, as cepas de C.
pseudotuberculosis isoladas de trés surtos em ovi-
nos e dois surtos em caprinos, na Eslovaquia,
concluiram pertencer ao sorotipo owvis, mas nao
identificaram, por estas técnicas, diferencas en-
tre as cepas.

Outra técnica, a andlise de restricio de
rDNA amplificado (ARDRA), que estuda o gene
do fragmento 16S do RNAr bacteriano, foi
usada para o estudo de 50 cepas de bactérias
corineformes. A técnica se mostrou util na
diferenciacio entre géneros e capaz de distin-
guir, na espécie C. pseudotuberculosis, os dois



biotipos ovis e equi através da digestio com as
enzimas Cfol e Rsal (VANEECHOUTTE et al.,
1995)

A seqiiéncia do fragmento 16S de RNA
ribossomico foi estudada por Takahashi et al.
(1997) usando A.LF. DNA Sequencer II (Phar-
macia) com o objetivo de localizar filogenetica-
mente as cepas de C. pseudotuberculosis, que infectam
caprinos e ovinos, e outras espécies do género
Corynebacterium e géneros relaciona-dos. De acor-
do com este estudo, C. pseudotuberculosis esta filo-
geneticamente mais proximo de Corynebacterium
ulcerans do que de Corynebacterium diphtheriae.

A técnica de eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE) foi usada para caracterizar 50 ce-
pas de C. pseudotuberculosis isoladas de caprinos,
ovinos e eqiiinos, no Reino Unido. Neste traba-
lho, Connor et al. (2000) caracterizaram as cepas
em seis “pulsotipos”, conseguindo, dessa forma,
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evidenciar a origem de um surto de linfadenite.
Esta parece ser, de fato, a técnica mais eficaz na
caracterizacdo de cepas bacterianas.

Conclusoes

A identificacio de C. pseudotuberculosis é
passivel de ser obtida através das suas
caracterisitcas morfotintoriais e de crescimento
em determinados meios de cultura, gracas ao
seu padrio de crescimento, auxiliados por pro-
vas bioquimicas e pelo padrio de hemolise no
dgar sangue. No caso de diferenciacio entre cepas
ou, ainda, de evidenciar cepas epidemiolo-
gicamente relacionadas, se fazem necessdrios
métodos de biologia molecular. A caracteriza-
cio genética ¢ especialmente util quando se pre-
tende eleger uma cepa vacinal ou ainda quando
se pretende controlar a disseminacio de um
determinado foco da doenca em uma regiio.

Corynebacterium pseudotuberculosis is the ethiological agent of the disease caseous lymphadenitis in sheeps and goats, a disease

responsible for serious economic losses in the Northeast of Brazil. This review reports the characterization of Corynebacterium

pseudotuberculosis by Gram strain appearance, colonial morphology, biochemical reactions and molecular methods.
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