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RESUMO

A Corynobacterium pseudotuberculosis é uma bactéria que causa uma doenca cronica chamada
linfadenite caseosa o mal de caroco, que acomete em pequenos ruminantes, provocando
inflamacao nos ganglios linfaticos e abscesso em 6rgaos, causando diminuicdo na producdo do
rebanho ovino. A principal diferenca desta pesquisa com as vacinas existentes € que as vacinas
existentes sdo vacinas vivas atenuadas, toxoides ou inativadas de primeira geracdo, e a vacina
em estudo é uma vacina recombinante que possui uma proteina que foi produzida a partir de
Escherichia Coli, tendo em conta que ndo existem vacinas recombinantes comercialmente
aprovadas para utilizacdo em ovinos e caprinos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
seguranca de longo prazo de uma formulagdo vacinal em ovinos composta por Mycobacterium
bovis BCG Pasteur e rCP40 através do acompanhamento clinico e laboratorial durante 88 dias
apo6s do esquema vacinal completo. A pesquisa apresentada foi realizada com ajuda de 12
carneros, higidos, com idade de 4 - 6 meses, distribuidos em 2 clases, o primeiro protegido com
solucdo salina 0,9% e o segundo com 200 pg de rCP40 e 106 UFC de BCG diluidos em PBS.
Depois da ultima imunizagdo, os ovinos foram acompanhados para a avaliacdo de eventos
adversos de longo prazo. Os exames clinicos foram realizados durante 20 semanas, e se
iniciaram apds o esquema de vacinacdo completa, no qual foram avaliados parametros tais
como: frequéncia respiratoria, frecuencia cardiaca, temperatura retal, dindmica ruminais, cor
das mucosas nasal, ocular e oral, palpacéo de linfonodos e peso. Da mesma forma, foram feitos
analises hematoldgicos e bioquimicos durante aproximadamente 3 meses ap0s a imunizagao
completa, onde foi avaliado os préximos valores sanguineos: Hematdcritos, hemoglobina,
hemaécias, volume corpuscular médio, concentracdo média de hemoglobina corpuscular,
proteina plasmatica total, fibrinogénio plasmatico, leucdcitos, proteina total e albumina. No
caso do resultado, ndo foram encontradas variacOes significativas entre 0s ovinos que
receberam BCG e CP40 como vacina e o grupo controle para os valores clinicos e
hematologicos avaliados, com excecdo dos valores de hemécias, hemoglobina e os valores
bioquimicos como proteina total e albumina, que diferencas significativas foram observadas.
Estes resultados podem demonstrar que o composto vacinal ndo aumenta os parametros a longo

prazo, sendo seguro para uso em ovinos.

Palavras-chave: Corynobacterium pseudotuberculosis; ganglios linfaticos; BCG; CP40;

imunizacéo.



ABSTRACT

Corynobacterium pseudotuberculosis is a bacterium that causes a chronic disease called
caseous lymphadenitis, which affects small ruminants, causing inflammation in the lymph
nodes and abscesses in organs, causing a decrease in the production of the sheep herd. The main
difference between this research and existing vaccines is that existing vaccines are first-
generation live attenuated, toxoid or inactivated vaccines, and the vaccine under study is a
recombinant vaccine that has a protein that was produced from Escherichia Coli, taking into
account Note that there are no recombinant vaccines commercially approved for use in sheep
and goats. The objective of this work was to evaluate the long-term safety of a vaccine
formulation in sheep composed of Mycobacterium bovis BCG Pasteur and rCP40 through
clinical and laboratory monitoring for 88 days after the complete vaccination schedule. The
research presented was carried out with the help of 12 healthy lambs, aged 4 - 6 months,
distributed in 2 classes, the first protected with 0.9% saline solution and the second with 200
pg of rCP40 and 106 CFU of diluted BCG on PBS. After the last immunization, the sheep were
monitored to evaluate long-term adverse events. Clinical examinations were carried out over
20 weeks, and began after the complete vaccination schedule, in which parameters such as:
respiratory frequency, heart rate, rectal temperature, rumen dynamics, color of the nasal, ocular
and oral mucous membranes, palpation of lymph nodes and weight. Likewise, hematological
and biochemical analyzes were carried out approximately 3 months after complete
immunization, where the following blood values were evaluated: Hematocrit, hemoglobin, red
blood cells, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin concentration, total
plasma protein, plasma fibrinogen, leukocytes, total protein and albumin. In the case of the
result, no significant variations were found between the sheep that received BCG and CP40 as
a vaccine and the control group for the clinical and hematological values evaluated, with the
exception of the values of red blood cells, hemoglobin and biochemical values such as total
protein and albumin, that significant differences were observed. These results may demonstrate
that the vaccine compound does not increase parameters in the long term, being safe for use in
sheep.

Keywords: Corynobacterium pseudotuberculosis; lymph nodes; BCG; CP40; immunization
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1 INTRODUCAO

A doenca chamada linfadenite caseosa que € popularmente conhecida como mal do
caroco, causa inflamacao granulomatosa nos 6rgaos linfoides, sendo uma doenca causada pela
infeccdo da Corynobacterium pseudotuberculosis, bactéria intracelular gram-positiva,
facultativa, ndo esporulada e aerdbica (Faccioli-Martins et al., 2014). A propagacdo desse
patdgeno € decorrente do contato direto entre animais com evacuacao de abscessos supurados
e também por fomites e ambiente infectado, podendo penetrar no individuo através de leses
na pele, ferimentos na mucosa oral e por aerossois no caso de animais com linfadenite nos
pulmdes (Parise et al., 2021., Pointon et al., 2019., De S4, 2018).

A patologia da Corynobacterium pseudotuberculosis é a causa da existéncia de
abscessos em ganglios linfaticos e demais 6rgdos, causando uma diminuicdo nas taxas de
producdo dos animais afetados, caracterizada pela formagdo de granulomas que afeta
especialmente 0s pequenos ruminantes como ovinos e caprinos (De Pinho et al., 2024; Carmo
etal., 2012).

Quanto as lesBes viscerais, elas ndo sdo detectaveis clinicamente, mas se expressam de
acordo com o seu numero, local e efeito no 6rgao envolvido; além dos sinais clinicos
caracteristicos, os animais podem apresentar problemas respiratérios, timpanismo ruminal
crénico recorrente, reducdo de peso progressiva, sendo uma forma de expressdo das lesbes
viscerais por LC (Faccioli-Martins et al., 2014), conhecida como “sindrome da ovelha magra”

e do “caprino definhado”.

A parte terapéutica da linfadenite caseosa € um pouco complicada, ja que ndo é
recomendavel o uso de antibidticos devido a seu alto valor e sua baixa eficicia. Da mesma
forma, 0 manejo desta patologia é complicado, ja que a bactéria consegue permanecer no médio
ambiente por periodos maiores e ha limitagGes para descobrir e descartar ovinos que apresentem
a doenca de forma subclinica facilita a disseminacéo dentro do rebanho (Silva et al., 2014.,
Gerelli et al., 2019).

A imunizacdo mediante vacinas comerciais é a forma de prevengdo mais eficaz contra o
sindrome da ovelha magra, porém, a doenca pode persistir mesmo ap6s um intervalo mais longo
de vacinagéo, devido ao elevado nivel de disseminagdo nos tecidos do animal, tendo em conta

que a imunidade inata é responsavel pelos eventos iniciais que ndo controlam a propagacao
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bacteriana; portanto, é importante buscar avancos que facilitem a criagdo de uma vacina ainda
mais eficiente e com menor efeitos colaterais para ovinos e caprinos, capaz de proporcionar

uma maior protecao (Basto et al., 2012; De Pinho et al., 2021).

Dai a necessidade de se pesquisar formulagfes vacinais mais seguras e eficazes. Neste
sentido, nas Ultimas décadas, varios compostos de vacinas vém sendo investigadas. Tais como,
métodos que requerem 0 uso de proteinas recombinantes, que tem apresentado resultados
favoraveis na protecdo e se demonstrado seguras em ensaios pré-clinicos (Silva et al., 2014; De
Pinho et al., 2021). Embora, os dados que demonstrem a eficacia dessas formula¢fes em
ovinos-caprinos sdo escassos. Os ensaios clinicos no desenvolvimento de vacinas veterinarias
sdo importantes, pois servem para calcular a seguranca e eficacia das vacinas. Segundo (Santana
et al., 2017), o progresso de vacinas contra linfadenite caseosa (LC) em ovinos pode reduzir a

incidéncia de infecgdes e a presenca de abscessos até 70%.

O manejo de BCG (Bacillus Calmette—Guérin) em compostos vacinais contra a LC
confere protecédo cruzada apos o desafio da cepa de C. pseudotuberculosis, dada a proximidade
filogenética entre os dois microrganismos (Leal et al., 2018). No caso da proteina recombinante
CP40 vem apresentando excelente desempenho em ensaios pré-clinicos em camundongos,
alcancando taxas de imunidade muito alta (Droppa-Almeida et al., 2016). As formulacdes de
vacinas usando a proteina recombinante CP40 sozinha ou em combinagdo com outras cepas
vivas recombinantes ou ambos antigenos usados como técnica de reforgo inicial, resultam em
taxas de sobrevivéncia e producdo de anticorpos significativas (Barral et al., 2022; Droppa-
Almeida et al., 2016; Silva et al., 2014).

Por esse motivo, neste trabalho se realiza um acompanhamento de parametros clinicos,
hematol6gicos e bioquimicos de ovinos imunizados com duas doses com a formulagéo vacinal
composta por BCG e rCP40 para avaliar possiveis efeitos adversos de longo prazo da

formulacdo contra a linfadenite caseosa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a seguranca de longo prazo de uma formulagéo vacinal contendo M. bovis BCG
Pasteur e rCP40 contra a linfadenite caseosa em ovinos.

2.2 Objetivos especificos
Descrever e analisar achados clinicos de ovinos imunizados com M. bovis, BCG Pasteur
e rCP40.

Descrever e analisar os achados hematoldgicos de ovinos imunizados com M. bovis
BCG Pasteur e rCP40.

Quantificar proteina total e aloumina sérica em ovinos imunizados com M. bovis, BCG
Pasteur e rCP40.

Avaliar e descrever os possiveis efeitos adversos de longo prazo em até 20 semanas

apo6s completar o esquema vacinal com M. bovis, BCG Pasteur e rCP40.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Linfadenite caseosa

Patologia causada pela infec¢do por Corynobacterium pseudotuberculosis, uma bactéria
intracelular gram-positiva, facultativa, ndo-esporulada e aerdbica que cresce facilmente a uma
temperatura de 37 °C e pH de 7,0 a 7,2. Faz parte da ordem Corynebacteriales, que inclui 0s
géneros Corynobacterium, Mycobacterium, Nocardia e outros. Também pode ser classificado
em biovares equi e ovis, cada um causando diferentes doencas em diferentes espécies. A
primeira causa de lesdes granulomatosas ulcerativas e mastite em bovinos, linfangite ulcerativa
(UL) ou febre dos pombos em cavalos e doenca cutanea edematosa (OSD) em bufalos. A
segunda, afeta majoritariamente pequenos ruminantes, causando a LC (Dorella et al., 2006;
Parise et al., 2021).

O Mal de caroco afeta animais ruminantes e ndo ruminantes, tais como: bovinos,
bubalinos, ovinos, caprinos, equinos, lhamas, alpacas, suinos, veados e animais de laboratorio
(Guimaraes et al., 2011). Porém, C. pseudotuberculosis é considerada uma zoonose emergente,
principalmente relacionada a pessoas que tiveram contato com animais infectados e produtos
lacteos contaminados, causando assim um problema de satde publica (Baston et al., 2012;
Martins et al., 2014, p. 15).

Em relacdo a pequenos ruminantes, a LC acomete principalmente animais adultos,
devido ao maior tempo de permanéncia nas unidades de producéo, sendo importante manter o
controle entre animais jovens e adultos, evitando a aglomeracao entre eles, ja que é um possivel

fator de risco para contrair a doenca em idade precoce (Nicoleti et al., 2022).

No caso da infec¢do pode se manifestar em animais através de formacéo de abscessos
externos, especificamente nos linfonodos superficiais e no tecido subcutaneo (forma externa).
Esses abscessos podem se desenvolver internamente em 6rgaos, como pulmdes, rins, figado e
baco (forma interna). Em alguns casos podem ser encontrados animais assintomaticos ou com
poucos sinais clinicos, o que faz com que a infecgdo ndo seja reconhecida até que seja feito um

exame post mortem (Dorella et al., 2006).
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Nos rebanhos brasileiros ha alta prevaléncia de LC (estima-se algo em torno de 30%),
e a falta de biosseguranca adequada esta diretamente relacionada a esses nimeros. Os prejuizos
no setor socioecondémico associados a LC sdo elevados, e estdo geralmente associados a
diminuicdo do leite, deterioracdo da pele e da carcaca. E sempre aconselhavel ndo adquirir
animais com suspeita de abcessos. Por se tratar de um material altamente infeccioso, no
momento em que o pus contamina o0 médio ambiente, se torna fonte de infec¢do durante muito

tempo para os outros animais (Lucas et al., 2009).

A quantidade de ovinos e caprinos atuais no Brasil é de aproximadamente 11.923.630
e 20.537.474 cabecas, respectivamente. Dos quais Nordeste tem 11.353.363 cabecas de cabras
e 14.359.997 cabecas de ovinos (IBGE, 2021), superando as demais regides brasileiras (Figura
1).

Figura 1. Efetivo dos rebanhos (cabegas) de ovinos e caprinos no Brasil e grandes Regides
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mOVINGS 20537474 | 604210 |14.359997( 607.392 3.940573 | 1.025.302

Fonte: Adaptado de (IBGE, 2021).
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3.1.1 Alteracgdes clinicas e hematologicas

O achado clinico caracteristico da LC sdo as lesGes granulomatosas que podem ocorrer
mais frequentemente nos linfonodos submandibulares, parotideos, pré-escapulares e pré-
femorais; ao contrério dos linfonodos supramamarios ou inguinais, que ocorrem com pouca
regularidade. O material purulento dessas lesGes € inodoro e varia em consisténcia de mole e
pastoso (mais comum em caprinos) a espesso e caseoso (mais comum em ovinos). Outros
achados clinicos nos ovinos é a perda crbnica de peso, bem como retardo de crescimento,
aparecimento de abscessos nos pulmdes que causam tosse, descarga nasal purulenta, febre e
taquipnéia com ruidos pulmonares aumentados, etc. A incidéncia de abscessos e outros

sintomas internos e externos aumenta com a idade do animal (Washburn, 2019).

As doencas infecciosas podem ocorrer devido a variagbes no nivel sanguineo,
detectadas através de parametros hematoldgicos e bioquimicos que ddo uma ideia da situacao
patoldgica dos ovinos. Essas alteracBes sdo o resultado entre os componentes do patégeno e do
hospedeiro, que respondem de diferentes maneiras a diferentes tipos de agentes infecciosos e
reacOes inflamatorias. As doengas bacterianas agudas apresentam aumento da atividade dos
neutrofilos e as infeccBes bacterianas crénicas sdo identificadas pelo aumento de linfécitos e
monacitos (Odhah et al., 2017).

Tém sido feitas tentativas de desenvolver testes diagndsticos precisos para identificar a
infeccdo, como métodos baseados na detec¢do de anticorpos especificos por ELISA, para
identificar casos subclinicos de Corynobacterium pseudotuberculosis, que possui
especificidade de 98,5% e sensibilidade de 93,5%. Estudos tém sido realizados com diversos
antigenos bacterianos para expandir a sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos,
porém, estes testes ndo conseguem identificar todos os caprinos e ovinos infectados, depois que
a maioria apresenta resposta humoral de baixo nivel contra a bactéria. A quantidade de
interferon (IFN)-c no sangue apos a exposicdo a antigenos bacterianos tem sido relatada como
um marcador altamente especifico de LC, mas a descoberta de animais que produzem niveis

altos e baixos de IFN-c torna imperativa a melhoria destes testes (Basto et al., 2011).
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De acordo com (Nicoleti et al.,, 2022) as pesquisas baseadas em avaliacOes
hematoldgicas e bioquimicas geralmente referem-se a algumas variacOes dietéticas e
gestacionais e algumas referéncias patoldgicas, porém, ndo tem um modelo definido para
linfadenite caseosa. Avalia¢c6es bioquimicas, sorologicas e hematoldgicas apoiam o diagndstico
clinico, embora ndo existam intervalos estabelecidos para as diferentes racas de caprinos
mantidos em diferentes ecossistemas. Considerando que as variac6es clinicas, hematolégicas e
bioquimicas causadas pela infeccdo por Corynobacterium pseudotuberculosis ndo sao
conhecidas e se algum desses parametros pode ser utilizado como candidato a biomarcador

soroldgico.

A LC pode se disseminar por varios 6rgdos, provocando a destruicdo dos linfonodos
mediante a migracdo de fagocitos infectados, causando lesdes granulomatosas cronicas, devido
ao acumulo de fagdcitos infectados, eosinéfilos e restos celulares; formando abscessos
diferenciados que permite facilmente a disseminacdo bacteriana, afetando a funcgéo local do
animal e causando uma diminui¢do na producdo do ovino (Martins et al., 2014; Gascoigne et
al., 2020).

3.2 Caracteristicas microbioldgicas do Corynobacterium pseudotuberculosis

As bactérias pertencentes ao género Corynobacterium crescem bem em ambiente com
5% de CO2, medindo em torno de 0,5 a 0,6 um por 1 a 3 um, apresentando-se na forma de cocos
ou filamentos. Sdo anaerdbios facultativos, catalase e urease positivos, fermentam glicose e
ribose, sem producdo de gas, e cerca de 80% dos isolados fermentam maltose, mas nao
fermentam lactose, manose e sacarose. Ndo produzem esporos e sdo imadveis, também possuem
pilli e sdo capazes de produzir biofilme. Apresentam caracteristicas de serem intracelulares
facultativos, ndo hidrolisando a gelatina e ndo digerindo a caseina. Possuem uma parede celular
com alta concentracdo de lipidios, principalmente o acido corinomicélico (Guedes et al., 2015).
Corynobacterium pseudotuberculosis consegue sobreviver no meio ambiente durante muito
tempo (Abdullah et al., 2020).

3.2.1 Fatores de viruléncia

A infeccdo da C. pseudotuberculosis esta relacionada principalmente a fosfolipase D
(PLD), que contribui para o aumento da produc¢do e multiplicacdo desses genes patogénicos no
inicio da infeccdo. A PLD tem acdo de exotoxina ou citotoxina glicoproteica capaz de hidrolisar

a esfingomielina, enfraquecendo as membranas celulares e favorecendo a infec¢do pelo
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microrganismo. Isso catalisa a hidrélise da ligacdo fosfodiéster dos glicerofosfolipidios,
produzindo &cido fosfatidico e outras moléculas hidrofilicas como a serina. Além disso, causa
ruptura de eritrécitos ovinos em meios de cultura suplementados com sangue. Esse efeito
hemolitico da PLD apresenta sinergismo com Rhodococcus equi fosfolipase C, possibilitando
a confirmacao da bactéria pelo teste de hemdlise sinérgica (teste CAMP). Deve-se levar em
conta que muitos estudos j& foram realizados sobre a PLD de C. pseudotuberculosis, isso por

ser um meio patogénico com maior importancia para o agente (De Sa et al., 2018).

Outros genes que compdem a patogenicidade de C. pseudotuberculosis também séo
relatados, como: fagA (proteina de membrana integral), ou fagB (transportador de ferro de
enterobactina), ou fagC (proteina de ligacdo de membrana citoplasmatica-ATP) e ou fagD
(Sideroforos-ferro proteina de ligacdo). Esses genes codificam proteinas semelhantes aos
transportadores de ferro ABC de outras bactérias. Demonstramos a regulacdo do operon fag
ABC pelo ferro e o envolvimento desses genes no contagio pela bactéria (Billington et al.,
2002). Deve-se enfatizar que genes com funcgdes associadas a absorcdo de ferro, carbono e

magnésio aumentam a sobrevivéncia bacteriana em condicdes de estresse (Ruiz et al., 2011).

Outro componente da infeccdo do microrganismo é o nivel para criacdo de biofilme
presente na Corynobacterium. Essa estrutura é um agregado de microcol6nias envoltas por uma
matriz de polissacarideos que permitem a comunicacdo entre 0s mesmos, aderindo a qualquer
superficie bioldgica e que poderia explicar parte da resisténcia a acdo de antimicrobianos e
biocidas (Guedes et al., 2015).

3.2.1.1 Acidos corynomicoélicos

Os acidos corynomicolicos conferem ao microrganismo patdégeno prote¢do mecanica e
bioquimica, causando resisténcia a digestao por enzimas hidroliticas presentes nos lisossomos.
Estudos mostram que a inoculacéo de extratos de acido corynomdlico em caprinos pode causar
hemorragias, congestdo, degeneracao, necrose, edema e infiltracbes leucocitarias em 6rgéos

reprodutivos e linfonodos associados (Dominguez et al., 2021).

Acidos corynomicolicos estdo presentes em diferentes grupos de bactérias Gram-
positivas, que sdo classificadas na subordem Corynobacterineae, que inclui alguns géneros
como: Myobacterium, Nocardia, Rhodococcus e Corynobacterium, este Gltimo género
apresenta acidos micolicos menores (C28 - C40) que exercem uma barreira de permeabilidade

benéfica, mas ndo essencial a vida, para a troca de nutrientes e antibioticos na parede celular.
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A diferenca com outros géneros, como espéecies de Mycobacterium, que sdo totalmente
dependentes para crescimento e sobrevivéncia in vitro e in vivo de seus acidos micolicos, que
sdo naturalmente superiores (C60 — C90). Da mesma forma, é apresentado o género
Rhodococcus, que possui acidos micdlicos de tamanho (C30 - C54) e Nocardia com tamanho
de (C42 - C66), mas nos dois casos sem grupo funcional, apenas a possibilidade de uma ou
mais ligagdes duplex (Verschoor et al., 2012).

3.2.1.2 Endoglicosidase CP40

A proteina CP40 é codificada por um gene com quadro de leitura aberta de 1.137 pb,
localizado a jusante do gene pld em PiCpl. Foi referida como uma enzima com atividade de
serina protease, porém, em outro estudo, a analise de sequéncia permitiu seu agrupamento mais
préximo das sequéncias de endoglicosidases e mais distante das sequéncias de serina protease.
A atividade enzimatica € a endoglicosidase, mediando a hidrolise de ligacdes glicosidicas,
proteinas da familia GH18, semelhante ao dominio EndoE pertencente ao Enterococcus
faecalis. As enzimas GH18 contém um motivo de sequéncia de consenso conservado
(LIVMFY)-(DN)-G-(LIVMF)-(DN)-(LIVMF)-(DN)-X-E, onde o 4cido glutdmico terminal é
essencial para a atividade enzimética. Ao alinhar o sitio ativo do GH18 no CP40, foi
estabelecida sua similaridade com as enzimas EndoE e EndoS, com apenas alteracdes em um
ou dois aminoacidos, respectivamente. O papel como fator de infeccdo foi associada a
amplitude realizada in vitro de degradar a regido Fc dos anticorpos IgG. A endoglicosidase
CP40 néo hidrolisa glicanos em IgG bovina e caprina, enquanto a 1gG ovina é parcialmente
hidrolisada e a IgG equina completamente. A analise também foi feita com subclasses de IgG
humana, apresentando atividade em todas elas e parcialmente em IgG4. N&o houve atividade
enzimética detectavel em outras glicoproteinas, incluindo alguns dos outros isotipos de

imunoglobulina (IgA, IgD e IgE) (Dominguez et al., 2021, p. 1226).
3.3 Epidemiologia
A distribuicdo global da linfadenite caseosa em ovelhas e cabras foi encontrada em

paises e continentes exportadores de carne ovina e caprina, como: Australia, Africa, alguns

paises da Europa e da América, principalmente o Brasil (De S&, 2018).
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Na década de 1920, a LC tornou-se um problema significativo, devido a contaminacgao
das carcacas frequentemente acometidas pela doenca em carneiros importados para a Gra-
Bretanha e outros paises. Isso ocorreu porque as lesbes causadas pela infec¢do passaram
despercebidas no momento da inspecdo da carne importada, tornando-se perceptiveis até que o
consumidor observasse algumas anomalias na carne. Muitos paises foram afetados por esta
patologia em ovinos, como foi Argentina, obrigando o governo britanico a tomar medidas
sanitarias, pois foi demonstrado por um relatorio que, em uma Unica temporada, 9.770 carcacas
de carneiro (27% do rendimento total) foram rejeitadas em um contéiner na Patagonia devido
ao LC. Depois disso, outros paises foram afetados como: Uruguai, Chile, Australia e Nova
Zelandia (Baird; Fontaine, 2007).

O Brasil é um dos maiores compradores de carne de caprinos e ovinos do mundo.
(Martins et al., 2016). O maior nimero desses animais é encontrado na regido semiarida do
pais, com uma média de 95,22% da producdo caprina e 69,92% da producdo ovina em todo o
Brasil. (IBGE, 2021).

Levando em consideracdo que embora exista um grande nimero de animais, 0
percentual de produgdo é baixo. Isto pode ser devido a alta taxa de portadores de linfadenite
caseosa na regido Nordeste. A LC tem prevaléncia clinica de aproximadamente 30% em
animais. Por esse motivo, acredita-se que a incidéncia esteja subestimada devido a falta de
comunica¢do com os 6rgdos correspondentes. (Alencar et al., 2010; Carmo et al., 2012;
Andrade, 2007).

A doenca infectocontagiosa (ovelha magra) é considerada endémica no pais brasileiro,
tendo maior impacto no setor econdmico do Nordeste de Brasil (De Faria et al., 2018). A
deficiéncia do manejo sanitario dos rebanhos nordestinos afeta muito a producdo ovino -

caprina (Cruz et al., 2019).

De acordo com (Silva et al. 2019) As doencas zoono0ticas em ovinos constituem um
problema de saude publica, devido a facil transmissdo de microrganismos de animais infestado
com ovinos saudaveis ou pelo consumo de produtos contaminados. Existem diferentes formas
de transmissédo da infeccdo por LC, uma delas é através da expulsdo do C. pseudotuberculosis
contida em abscessos de paredes espessas, sendo transferida de um animal ou outro, existem
varias vias possiveis de infeccdo. Uma delas € através da ruptura de abscessos superficiais que
liberam quantidades abundante de bactérias viaveis na pele e no velo adjacentes e podem

facilmente contaminar o ambiente préximo, podendo assim outros animais serem expostos, seja
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por diretamente com o animal acometido ou por via indireta através de fomites contaminados
(Baird; Fontaine, 2007, p. 179 — 210)

3.4 Controle e profilaxia da LC

Dada a existéncia de LC nas unidades produtivas de ovinos, é aconselhavel estabelecer
um plano de controle sanitario para prevenir o aumento da doenca nos animais. Esse plano pode
ser baseado no aconselhamento aos produtores sobre as medidas sanitarias, bem como na
introducédo de vacinagdo em ovinos saudaveis, para reduzir a incidéncia desta doenca, sendo
evidente o grande impacto positivo que o plano de vacinacdo acarreta no rebanho, evitando

assim perdas econémicas pelo baixo indice produtivo em ovinos (Windsor; Bush, 2016).

Quando é constatada a apari¢do da LC em unidades ovino-caprina, a primeira medida
que deve ser tomada € a biosseguranca por parte dos operadores para impedir a disseminagédo
do microrganismo, ja que pode estar no meio ambiente por mais de dois a trés meses e em locais
com sombra, feno ou esterco ainda mais. No caso de abscessos presentes em animais infectados,
a melhor opgdo é extrair todo o pus e descarta-lo, levando em consideracdo os médios de
biosseguranca ou também podem ser removidos cirurgicamente e descartados adequadamente.
Antibioticos (sisttmicos ou intralesionais) podem ser usados, mas para essa patologia a melhor
opcdo é o abate. Depois disso, recomenda-se desinfetar todos os bebedouros, comedouros,
baldes de agua e estruturas contaminadas com clorexidina. E importante descartar qualquer
material utilizado no processo de descontaminacao e saber que esta doenca ndo é curavel, mas
tratar os ovinos infectados é uma forma de diminuir a contaminacéo para o restante do rebanho.
(Sanders, 2018).

Dentre os processos indicados para um programa de controle sanitario estdo o
diagnostico soroldgico precoce (a cada 6 meses em rebanhos soropositivos e a cada 12 a 24
meses em rebanhos soronegativos) e a eliminacdo de animais com presenca de sinais clinicos e
acompanhamento rigoroso dos animais induzida no rebanho (EMBRAPA, 2020). Qualquer
novo animal que chegue a unidade de producdo deve passar por quarentena por uma duracdo
de pelo menos dois meses, da mesma forma é importante realizar os respectivos testes de

diagnostico para impedir a entrada de animais doente no rebanho (Scott, 2011).
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Através do uso de vacinas, podem ser obtidos resultados como a reducdo de animais
com lesbes cutaneas ou pulmonares, diminuindo a disseminacdo de infeccGes e a carga
bacteriana no rebanho ovino, para proteger os animais jovens e descartar os animais mais velhos
(Gascoigne et al., 2020). Atualmente existem vacinas comerciais para pequenos ruminantes,
que devem ser utilizadas especificamente nas espécies indicadas, pois ja foram relatados casos
de reacdes adversas em caprinos que receberam vacinas marcadas para ovinos. O cumprimento
rigoroso das vacinagOes pode ajudar a reduzir a prevaléncia e a incidéncia de LC no rebanho
(Washburn, 2019).

3.5 Desenvolvimento de vacinas contraa LC

O avanco de vacinas para combater a LC em ovinos pode reduzir a incidéncia de
infeccdes e até 70% o a presenca de abscessos. Muitas vacinas comercializadas sdo combinadas
com outros patdgenos, geralmente do género Clostridium (Santana et al., 2017). A resposta
imunologica proporcionada pela vacina depende de muitos fatores, como o tipo de vacina, a
dose, o intervalo entre doses, caracteristicas dos antigenos e a genética do proprio animal
(Martins et al., 2014).

Atualmente existem diferentes tipos de vacinas presentes no mercado, baseadas
principalmente em cepas atenuadas da bactéria e na exotoxina fosfolipase D recombinante
inativada, mas essas vacinas atuam apresentam alguns problemas de seguranga. Por isso,
estudos moleculares e de bioinformatica tém sido realizados para descobrir novas técnicas
imunogénicas mais eficientes. Esses estudos moleculares tiveram um grande avango apds o
sequenciamento do genoma de vérias cepas de C. pseudotuberculosis e modelos vacinais
baseados em bactérias recombinantes com resultados promissores. Uma alternativa tem sido a
analise protedmica de proteinas reconhecidas por soros de pequenos ruminantes naturalmente
infectados pela bacteéria, o que tem mostrado novas oportunidades para o crescimento de vacinas
(Guedes et al. 2015).
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No quadro 1, estdo apresentadas as vacinas comerciais disponiveis contraa LC.

Quadro 1. Vacinas contra a Linfadenite Caseosa disponiveis no mercado nacional e

internacional.

Nome Componentes Uso Pais Fabricante | Valid | Revacinag
comercial licenciado ade ao
Glanvac Toxoide de CP | Caprinos | Africa Zoetis - Anual
3® associado a| eOvinos do Sul

toxdides de dois
clostrideos
Glanvac® | Toxoide de CP Ovinos Nova Zoetis - Anual
6 associado a Zelandia
toxdides e
bacterinas de
cinco
clostrideos
Glanvac® | Toxoide de CP | Ovinos | Australia Zoetis - Anual
3B12 associado a
toxadides de dois
clostrideos
e vitamina B12
Glanvac® | Toxdide de CP | Caprinos | Australia Zoetis - Anual
3 Vaccine | associado a | eOvinos
(for goats) | toxdides de dois
clostrideos
Glanvac® | Toxoide de CP | Ovinos | Australia Zoetis - Anual
3S B12 associado a
toxdides de dois
clostrideos,
selénio
e vitamina B12
Glanvac ® | Toxoide de CP | Caprinos | Australia Zoetis - Anual
6 associado a| eOvinos
(for goats) | toxoides e
bacterinas  de
cinco clostrideo
Glanvac ® | Tox0Oide de CP | Ovinos | Australia Zoetis - Anual
6S associado a

toxoides e
bacterinas  de
cinco
clostrideoe

selénio
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Veterinarios

Glanvac® | Toxéide de CP | Ovinos | Australia Zoetis - Anual
6 B12 associado a
toxoides e
bacterinas  de
cinco
clostrideos e
vitaminas B12
Case-Bac Bacterina e Ovinos EUA, Colorado, - Anual
® toxdide de CP Canada Serum,
Company
Caseus D-T | Bacterina e | Ovinos EUA, Colorado, - Anual
® toxdide de CP Canada Serum,
Associado  a Company
toxdides de dois
clostrideos
Glanvac ® | Toxdide de CP | Caprinos Brasil Zoetis Anual
6 associado a | e Ovinos -
toxdides e
bacterinas  de
cinco
clostrideos
LinfoVac Bactérias vivas | Caprinos Brasil Laboratorio 12 Anual
® atenuadas e Ovinos Vencofarma | meses
do Brasil
Vacina Bactérias vivas | Caprinos Brasil Labovet 3 Anual
1002® tenuadas e Ovinos Produtos meses

CP = Corynebacterium pseudotuberculosis

Glanvac® foi a primeira vacina comercial desenvolvida na Australia, composta por
exotoxina inativada por formalina e adjuvante incompleto de Freud. Atualmente existem 9 tipos

de vacinas Glanvac (Quadro 1), elaboradas a partir de antigenos de Clostridium necessarios

Fonte: (Martins et al., 2014)

para a protecédo ideal do animal através do uso de doses multiplas por cordeiro e reforco anual

para ovelhas adultas (De Pinho et al., 2021). Biodectin® € um produto para ovinos composto

por uma mistura de vacina e endectocida (moxidectina) que combate outras doengas além da

LC. Esta vacina é produzida pela Fort Dodge (Farm Point, 2009).
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Caseous DT® (Colorado Serum Co., Denver, CO, EUA) ¢ outra vacina disponivel
comercialmente, baseada na combinacdo de duas formulagdes: uma composi¢cdo contendo
apenas toxoides clostridiais (um componente) e outra contendo uma mistura de C.
pseudotuberculosis e toxodides (dois componentes). O uso de Caseous DT® reduz a incidéncia
de lesdes externas e internas de LC (Baird; Fontaine, 2007). Case-Bac® (Colorado Serum Co.,
EUA) ndo utiliza toxoides clostridiais como as vacinas anteriores, é baseada na combinacéo do
toxoide C. pseudotuberculosis e bacterina, que promove a reducdo do nimero e tamanho dos
abscessos pulmonares em animais, evitando a propagacéo do LC no rebanho (De Pinho et al.
2021).

Uma vacina viva atenuada de C. pseudotuberculosis cepa 1002, foi desenvolvida pela
empresa Baiana de desenvolvimento agropecudrio, sendo liberada para uso no Brasil desde
2002. A vacina é produzida industrialmente na forma liquida e liofilizada, sendo administrada
por via subcutanea anualmente, apresentando uma imunidade préxima a 83% contra LC
(Dorella, 2006).

Embora essas vacinas sejam uteis e oferecam protecdo razoavel, elas devem ser
administradas pelo menos duas vezes, levando em consideracdo que podem apresentar efeitos

colaterais como febre, lesGes e baixo indice produtivo (Ribeiro et al., 2014).

3.5.1 O uso de BCG na imunoprofilaxia contra a infeccdo por Corynobacterium
pseudotuberculosis

A BCG tem se mostrado eficiente na parte imunoldgica contra diversas doencas, pois
apresenta diversas vantagens para melhoras de vacinas recombinantes multivalentes como:
longa resposta imune, propriedades adjuvantes, estabilidade e seguranca. Estudos propdem a
avaliacgdo do BCG recombinante apresentando antigenos de Corynobacterium
pseudotuberculosis, com auxilio de testes desafiados em camundongos com a cepa C.
pseudotuberculosis para avaliar seu potencial de agdo como vacina recombinante eficaz contra

a doenca Mal do caroco (Rezende et al., 2018).

Alguns estudos mostram que a vacina com BCG oferece resisténcia a infec¢do causada
por Corynobacterium pseudotuberculosis, como foi 0 caso do estudo com mais de 500 cabecas
de animais, onde um modelo de infeccdo natural por C. pseudotuberculosis foi usado na

introdugdo de ovinos clinicamente infectados ao rebanho. Durante aproximadamente 4 anos,
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99% dos cordeiros imunizados com BCG foram protegidos do desenvolvimento da doenca,
demonstrando que o sistema imunoldgico inato de caprinos e ovinos tem a capacidade de

promover resisténcia a linfadenite caseosa (Byrne et al., 2020).

Estudos mostram que o uso do Bacillus Calmette-Guérin (BCG) como adjuvante da
rPLD para o desenvolvimento de vacinas recombinantes € uma 6tima opc¢do na protecdo
imunolodgica contra diversas doencas infecciosas, proporcionando aos camundongos uma
sobrevivéncia significativa de 66% quando sdo expostos a cepas de C. pseudotuberculosis,

sendo eficiente no controle da linfadenite caseosa (Leal et al., 2018).

3.5.2 Uso de CP40 como antigeno vacinal contraa LC

A CP40, uma proteina de 40 kDa de C. pseudotuberculosis, é uma endoglicosidase com
atividade imunolégica de proteina hospedeira, que tem relevante importancia imunolégica
contra infecgdes e pode auxiliar no desenvolvimento continuo de vacinas para combater a C.
pseudotuberculosis (De S& et al.,, 2018). As formulas de vacinas usando a proteina
recombinante CP40 sozinha ou com outras cepas vivas recombinantes ou ambos antigenos
usados como técnica de reforco inicial, resultam em taxas de sobrevivéncia elevadas e producao

significativa de anticorpos (Silva et al., 2014).

Estudos mostram que o uso de CP40 associado a saponina e adjuvantes como antigeno
vacinal contra C. pseudotuberculosis pode apresentar eficacia de até 100%, ja que
camundongos do grupo experimental ndo apresentaram sinais clinicos relacionados a infec¢éo,

demonstrando que as vacinas recombinantes conferem protecéo (Droppa-Almeida et al., 2016).

Plataformas vacinais tém sido desenvolvidas para melhorar a reposta imunolégica
especifica e apresentar maiores taxas de protecdo. A proteina CP40 de C. pseudotuberculosis
foi identificada através de células secretoras de anticorpos locais presentes em linfonodos
(Bastos et al., 2012). Os estudos avaliados por (De Pinho et al., 2024) mostram que a resposta
imune de camundongos vacinados com Mycobacterium bovis BCG Pasteur recombinante
combinado com CP40 e refor¢cado com rCP40, apresenta uma taxa de sobrevivéncia de 90%
apos desafio com a cepa C. pseudotuberculosis MIC -6. Apresentando resposta imune humoral

e niveis mais elevados de IL-17, sendo uma estratégia viavel contra C. pseudotuberculosis.
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3.5.3 Ensaios clinicos no desenvolvimento de vacinas contraa LC

Estudos foram realizados avaliando vacinas recombinantes por meio de testes em
camundongos utilizando cepas virulentas de C. pseudotuberculosis para induzir protegéo
imunolégica contra linfadenite caseosa (Rezende et al., 2018). Deve-se ressaltar, no entanto,
que ha inumeras diferencas entre as respostas imunoldgicas de camundongos e pequenos
ruminantes. Além disso, muitas vezes um camundongo é desafiado com uma mesma carga de
C. pseudotuberculosis que um caprino ou ovino, 0 que se reflete em alta letalidade para
camundongos, enquanto que em espécies alvo isso ndo acontece (Moussa et al., 2016; Pinho et
al., 2009). Adicionalmente, apesar do modelo murino ser importante para a realizacdo de uma
triagem de alvos e indicativos da capacidade protetora dos alvos vacinais, ha a necessidade da
confirmacéo da seguranca e eficacia nas espécies alvos para tornar efetivamente licenciada uma

vacina veterinaria (Vich, 2010).

A maioria das vacinas contra a LC em que ja se realizaram ensaios clinicos sdo vacinas
consideradas empiricas ou tradicionais, como as vacinas de toxoide, vacinas vivas inativadas
ou vacinas vivas atenuadas. Através de estudos com bacterinas de C. pseudotuberculosis ou
toxoides totais com adicdo opcional de adjuvante em ovelhas e alpacas, observou-se imunidade
de longo prazo apo6s a infeccdo por C. pseudotouberculosis (De Pinho et al., 2021). Vacinas
toxoides baseadas em exotoxinas tratadas de C. pseudotuberculosis sdo amplamente descritas.
O uso de exotoxinas tratadas com formaldeido ou toxdides sdo administrados em baixas doses
de infeccdo na primeira imunizacgéo para conferir protecdo ao animal vacinado em uma infecgéo
subsequente, apresentando quantidades favoravel de anticorpos contra exotoxinas e numerosos
antigenos celulares por ELISA, o que contribui para uma diminuicdo da doenca em ovinos (De
Pinho et al., 2021)

As vacinas vivas atenuadas apresentam agentes imunizantes vivos que podem se
replicar no corpo sem causar doenga. As primeiras vacinas vivas experimentais para LC usaram
uma cepa chamada Toxminus, cujo gene pld foi modificado por mutacédo especifica do local.
Mediante necropsia, ndo foi observada a formagao de abscessos nos ovinos desafiados com 10°
UFC de cepa virulenta, em comparacdo ao grupo controle que pode observar abscessos de 2,5
cm nos ganglios popliteos; além, a vacina produziu um abscesso indesejavel no local da

inoculagdo (Dominguez et al., 2021).
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Um grande numero de estudos empregou vacinas toxoides derivadas de fosfolipase D
(PLD) inativadas com formalina, ricas em sobrenadantes de cultura de C. pseudotuberculosis,
e estas conferiram niveis varidveis de imunidade protetora em ovelhas e cabras. Estudos
realizados com base em duas vacinas combinadas preparadas a partir de células inteiras
inativadas biovar 1 (origem ovina) em cada dose, e a segunda vacina composta por células
inteiras inativadas biovar 2 (origem bufala) com rPLD que foram usados para a vacinacéo dos
animais, onde a eficécia protetora foi avaliada usando cepas virulentas isoladas localmente de
ovinos com LC ou bufalos com OSD. Todas as ovelhas vacinadas exibiram uma resposta de
anticorpos ao antigeno rPLD, enquanto as ovelhas (controle) permaneceram negativas durante
todo este periodo de soro. Nos grupos imunizados, 0s anticorpos aumentaram apés a segunda
dose de reforco da vacinacdo, mas apds a exposicdo ao desafio, observou-se uma ligeira
diminuicdo nos animais examinados, mas o nivel de anticorpos persistiu acima do valor de corte

até 20 semanas que foi o sacrificio dos animais (Moussa et al., 2016).

De acordo com (Dominguez et al., 2021) através dos avancos moleculares, novas
vacinas foram criadas, como a vacina de DNA (plasmideos com os genes de interesse), que ndo
possuem envelopes ou estruturas proteicas, portanto a via de administracdo, a dose e a
reimunizagéo, pois sdo fatores importantes na resposta imune do animal. O desenho de um
plasmideo contendo o gene que codifica 0 dominio extracelular da CTLA-4 bovina fundido ao
gene pld inativado (boCTLA-4-HIg-APLD) foi avaliado como uma vacina (DNA nu) em
ovinos. CTLA-4 se liga com alta afinidade ao antigeno de membrana B7 nas células
apresentadoras de antigenos (APC), aumentando a imunidade humoral. Diferentes vias de
imunizacdo foram avaliadas: intramuscular, subcutanea e bombardeio de gene gun. Os niveis
méaximos de anticorpos IgG totais foram de 12x103 no grupo vacinado por via intramuscular,
enguanto nos grupos com as outras vias de administracdo foram atingidos valores de 3-4x103.
A protecdo conferida pela vacina administrada por via intramuscular foi de um 45% (9 de 20
animais), a diferenca do resto dos grupos (via subcutanea e gene gun) que protegeram apenas

10% dos ovinos.

As vacinas veterinarias passam por testes de seguranca e liberagcdo de lotes em animais
em seu controle de qualidade, além de protocolos de monitoramento para atender padrbes
internos de qualidade e exigéncias regulatdrias governamentais. Esses testes sdo efetuados em
animais de espécies-alvo ou de laboratério com dose Unica ou doses multiplas do lote para
detectar sinais de reacGes adversas locais ou sistémicas. Atualmente, grupos de defesa do bem-

estar animal e agéncias reguladoras continuam investigando métodos alternativos para reduzir
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a sua dependéncia de métodos baseados em animais para testes de seguranca de libertacdo de
lotes. As abordagens que foram implementadas ou propostas incluem a harmonizacdo dos
requisitos técnicos, avance nos testes in vitro, o refinamento dos testes em animais existentes e
a melhoria das reacdes adversas (vacino-vigilancia) dos métodos de fabricacdo. Uma
abordagem, conhecida como abordagem de consisténcia, é cada vez mais reconhecida como
uma alternativa potencialmente vidvel para reduzir, refinar e substituir a utilizacdo de animais
nestes testes (Gifford et al., 2011).

Mediante o desenvolvimento das vacinas sdo realizados testes de seguranca em
diferentes espécies para mostrar 0s possiveis riscos da utilizacdo do produto sobre o estado
imunoldgico do animal. Para isso, sdo levados em consideracdo trés fatores: 1) Os animais
devem estar livres de anticorpos contra virus/bactérias/toxina etc. presente na vacina; 2) E
preferivel que as espécies estejam livres de imunoglobulina contra virus/bactérias/toxinas, etc.
contidos na vacina, mas podem ser utilizados animais com baixos indice de anticorpos, desde
gue os animais nao tenham sido vacinados e a administracdo da vacina ndo provoque resposta
anamnésica; e 3) Os animais ndo devem ser vacinados contra a doenga que a vacina pretende
prevenir. Como regra geral, o nimero 1 é especifico para vacinas vivas; o0 numero 2 é para
outras vacinas e 0 nimero 3 é especifico para algumas vacinas inativas onde a determinagéo de

anticorpos antes do teste € desnecessaria ou impraticavel (European Pharmacopoeia, 2016).

Os critérios para vacinas veterinarias bem-sucedidas podem ser muito diferentes para
vacinas humanas, dependendo da especie em consideracdo. Por exemplo, os critérios para
vacinas para animais de companhia sdo semelhantes aos das vacinas humanas, na medida em
gue a saude e o bem-estar de cada animal sdo preocupacfes primarias. No caso das vacinas
pecuarias, o objetivo é melhorar a producéo global dos produtores primarios, o custo-beneficio
resultante da vacinac&o e o resultado final para a industria. No caso das vacinas contra infec¢des
zoonoticas ou de origem alimentar, reduzem ou eliminam o risco para o consumidor e, em
alguns casos, melhoram a produtividade de cada animal. Além de melhorar a salde e a
produtividade animal, as vacinas veterindrias tém uma repercussdo significativa na saude
publica, reduzindo o manejo de produtos farmacéuticos, hormonas veterinarias e residuos na
cadeia alimentar humana. Isto constituira um impulso crescente para a atividade com o0s
requisitos mais rigorosos das agéncias reguladoras e grupos de consumidores (Meeusen et al.,
2007)
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais experimentais e aspectos éticos

O experimento foi realizado em agosto de 2022 a fevereiro de 2023, no setor de Ndcleo
de estudos ovino-caprino (Figura 2) da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA)
Mossord — Rio Grande do Norte, Brasil, sob as seguintes coordenadas geograficas: (5° 11’ 16”
S, 37° 20" 38" W), as amostras foram analisadas e processadas no Laboratério de Diagndsticos
em Patologia Clinica Veterindria da UFERSA. O protocolo experimental do trabalho foi
devidamente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido ~-UFERSA.

Figura 2: Ndcleo de estudos ovino-caprino (UFERSA)

Fonte: Autor

4.2 Delineamento experimental

Neste estudo, foram utilizados doze ovinos, raga Dorper, com uma idade entre 4 e 6
meses e com um peso corporal médio de 20 + 5 kg. Para realizar o estudo, 0s ovinos ficaram
na area de quarentena por aproximadamente 1 més, também foi estabelecido plano de
desparasitacdo com doramectina (Dectomax®). A dieta das ovelhas foi sempre & base de feno,

sais minerais, concentrado e agua.
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4.2.1 Abordagem para a criacdo da férmula vacinal
4.2.1.1 Meio de cultivo da variante M. bovis (BCG Pasteur)

De acordo com (Marshall, 1992) O caldo base Middlebrook 7H9 foi utilizado para o
cultivo da cepa Calmette-Guérin Pasteur do bacilo Mycobacterium bovis com adigdo de 10%
de Albumina Oleica Dextrose Catalase (OADC), também 0,2% de glicerol e 0,05% de
Tween80. A quantidade de BCG foi feita por meio da técnica de enumeracéo, apresentando em

séries diluicdes décimais, plaqueadas e enroladas por meio de (B.O.D) a 37° Celsius por 7 dias.

4.2.1.2 Expressdo proteica de rCP40 do bacilo Pseudotuberculosis

Para a producéo das proteinas rCP40 foi utilizado o vetor pAE ou o gene cp40 sendo
alterado por impacto térmico em E. coli BL21 com auxilio de CaCl2 em seguida foi realizado
o cultivo da bactéria recombinante em Caldo Luria-Bertani (LB) com 1 mM de IPTG, e
confirmacdo por Western Blot, aplicando anti-6x-His em combinacdo com enzima sigma-
peroxidase (Silva et al., 2014). A proteina recombinante foi purificada usando uma coluna de
cromatografia de afinidade HisTrap. Ap6s a obtencdo da proteina purificada, a pureza foi

verificada por SDS-PAGE e posteriormente quantificada utilizando o kit BCA.

4.2.2 Aplicagéo da imunizagao

Os ovinos foram estabelecidos em 2 lotes, o primeiro com a quantidade de 6 ovinos que
foram injetados por via subcutanea com soro fisioldgico 0,9% (G1 — controle), depois o segundo
grupo de 6 ovinos vacinados com Bacillus Calmette-Guérin em PBS e rCP40 (G2 — imunizado).
Foi aplicada a quantidade de 200 pg/dose de proteina recombinante e 10° UFC/dose de BCG
para um volume total de 1ml. Aplicacién de 2 doses da vacina foi realizada com intervalo de
trés semanas. Um més apos a Ultima dose, o desafio foi realizado nos 2 lotes de ovinos, por
meio da aplicac¢do subcutanea de 1 ml da cepa MIC-6 de Corynobacterium pseudotuberculosis,

comecando a ser avaliado para observar eventos adversos em longo prazo.
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4.3. Diagnostico clinico

Ao final da imunizacdo completa, foram realizados exames clinicos a cada 7 dias,
totalizando 20 semanas; com o objetivo de identificar qualquer lesdo, alteracdo ou inflamacgéo
no local da vacinagdo ou ao nivel geral. Valores fisiologicos como ritmo cardiaco, ritmo
respiratorio, dindmica ruminal e temperatura foram avaliados através da triade clinica para

detectar qualquer alteracdo ou diminuicao nas constantes fisioldgicas.

A inspecdo dos ganglios linfaticos foi realizada para descartar qualquer alteragdo nos
linfonodos, bem como possivel inflamagdo; da mesma forma, avaliou-se a cor das mucosas
ocular, nasal e da cavidade oral para conhecer a sanidade do animal. Também as ovelhas foram
pesadas para determinar antecipadamente a infeccdo patolégica, refletida no ganho ou perda de

peso.

4.4 Coleta de sangue

Foram coletadas amostras de sangue dos doze ovinos em nove momentos diferentes,
tendo sido a primeira coleta realizada apos a aplicacdo da segunda dose da vacina e as outras
coletas no dia 7, 14, 21, 28, 43, 58, 73 e 88 ap0s a imunizacdo completa. Os animais, nos dias
de coleta pela manhd, encontravam-se em jejum alimentar de, no minimo, 6 horas. Quanto a
coleta de sangue, foram obtidas, de cada animal, amostras 3 a 5 ml apds venopuncéo jugular,
sendo estes distribuidos posteriormente em dois tubos: um sem anticoagulante, para obtencao
de soro, e outro com EDTA, para realizacdo de hemograma. Todas as amostras foram analisadas

em um periodo méaximo de 4 horas ap06s a coleta.

4.5 Realizagdo do Hemograma
4.5.1 Eritrograma

Para a realizacdo do Eritrograma, foi utilizado o sangue que se encontrava no tubo com
anticoagulante EDTA. Para a contagem das hemacias, foram diluidos 5 pl de sangue em 2 ml
de solucéo de cloreto de sédio a 0,9%. A contagem dos 5 quadrantes centrais foi feita com
auxilio do hemocitdmetro, sendo o valor multiplicado por 20.000 e obtendo assim, o numero

total de hemacias em milhdes.
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A hemoglobina foi mensurada em analisador bioquimico semiautomatico utilizando kit
comercial especifico. Para avaliagdo do hematdcrito foi necessario preencher um capilar
submetido a centrifugacédo por 15 minutos a 10.000 rpm. Com a ajuda de dados adquiridos para
hemaécias, hematocrito e hemoglobina, foram calculados os indices hematimétricos do volume
corpuscular médio (VCM) e da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). No
caso do fibrinogénio e proteina plasmatica, os capilares foram colocados em banho-maria a 56°
Celsius por 5 minutos e posteriormente centrifugados por 3 a 5 minutos a 1500 rpm, apenas 0s
capilares para leitura do fibrinogénio, ja que os capilares com leitura de proteinas plasmaticas

totais ndo precisam.

4.5.2 Leucograma

No Leucograma, a contagem de leucdcitos foi feita em hemocitdmetro, apds diluicdo de
10 pl de sangue total em 200 pl de liquido de Tirk, em seguida foram colocados 40 pl da
solucdo na camara de Neubauer nos quatro quadrantes externos, sendo o valor multiplicado por

50 e obtendo assim, o numero total de leucdcitos.

4.6 Analise bioguimica

Para andlise da bioquimica sérica, as amostras de sangue do tubo sem anticoagulante
foram centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm. Ao fim da centrifugacéo, o soro foi retirado
com pipeta e aliquotado em microtubos para analise bioguimica, onde foi mensurado com os
produtos quimicos: Proteina total (g/dl) e Albumina (g/dl). As analises bioquimicas foram
realizadas em analisador bioquimico semiautomatico (BIOPLUS 2000 ®; Mossord RN, Brasil),
utilizando kit comercial especifico da marca Vida Biotecnologia®, mediante as recomendacdes

do fabricante.

4.7 Anélise estatistica

Foi realizado por meio de estatistica descritiva, calculando a tendéncia central e para
cada grupo a média ou mediana. Cada um dos dados coletados foi levado ao teste T-student,
para calculo de indicadores significativos dos dois lotes de ovinos em estudo. O nivel de
significancia estabelecido foi de 0,05 (Pereira, 2023) com excecdo da anélise bioquimica que
foi de 0,03.
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O método mais adequado para o estudo dos valores analiticos foi mediante a facilidade
de cada medida em demonstrar os resultados alcancados. A posibilidade que a média seja
influenciada por valores extremos, poderia criar alteracdes analiticas, por outro lado, a mediana
ndo sofre alteracdo nos valores extremos das distribuicGes assimétricas, 0 que a torna mais
propicia ao estudo dos dados (Duquia; Basto, 2006, p. 193), desta forma, alguns dados foram

feitos com a média e outros demonstrados com a mediana (Pereira, 2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Medicdo de indicadores clinicos

Os resultados de peso obtidos das ovelhas ao longo de 20 semanas de monitoramento
apo6s 0 esquema completo de vacinagdo sdo observados no (Gréfico 1). No estudo, foram
observadas alteracdes significativas nas ovelhas ao longo do tempo. Foi confirmado ao longo
do estudo que os ovinos do lote 1 obtiveram maior ganho de peso em relacéo aos ovinos do lote
2. Levando em consideracdo que através da analise T-student ndo foram encontradas alteracGes

nos dados de peso dos animais (p>0,05).

Grafico 1 - Pesagem de ovelhas do grupo controle e vacinados com BCG + CP40

apds administracdo de 2 doses da formulacdo com espaco de 21 dias, com supervisao por

20 semanas
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Quanto a média de temperatura retal dos ovinos durante as 20 semanas analisadas
(Grafico 2), em geral os animais apresentaram temperaturas dentro da faixa normal para ovinos,
que varia entre 38,5 e 40.5°C (itavo et al., 2011).

As variacOes dos lotes foram discretas, sem significancia (p>0,05) entre os dois grupos, iSso
significa que a vacina ndo tem efeito significativo na temperatura das ovelhas que indique
alteracdo no sistema imunologico. Foi confirmado que algumas ovelhas isoladas apresentaram
valores térmicos abaixo do pardmetro de 38,5°C. Estas alteragdes foram especificas, sem a
presenca de outras variagBes clinicas nos ovinos (Itavo et al., 2011). Porém, no estudo
apresentado por (Serrano et al., 2020) ocorre o contrario, 0s animais apresentaram alteracdes de
temperatura, provocando estresse térmico (Seixas et al., 2017) devido a mudanca na temperatura

ambiente.

Grafico 2 - Temperatura retal das ovelhas do grupo controle e vacinados com BCG
+ CP40 ap6s administracdo de 2 doses da formulacdo com espaco de 21 dias, com

supervisdo por 20 semanas
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(Pereira, 2023).
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Os ovinos ndo apresentaram alteracGes respiratorias tipicas de Mycobacterium
pseudotuberculosis (Grafico 3). Segundo (Cezar et al., 2004) os valores de frequéncia
respiratoria estdo na faixa normal para ovinos, que esta entre (12 — 60 respira¢6es/min). Tendo
irregularidade apenas na semana 18, com duas ovelhas do grupo controle com dados superiores,
acima de 80 (Pereira, 2023). Provavelmente, quando os ovinos foram contidos para inspegéo
clinica, houve um rapido aumento da frequéncia respiratéria, sem influéncia das condic6es de

estresse térmico (tavo et al., 2011).

Gréfico 3 - Monitoramento respiratdrio das ovelhas do grupo controle e vacinados
com BCG + CP40 apds administracdo de 2 doses da formulagdo com espaco de 21 dias,

com supervisdo por 20 semanas

RPT
3

20
1 2 3 4 5 6 7 &8 % 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1% 20

SEMANAS

SEMANAS APOS IMUNIZAGCAO
——CONTROLE ——CP40-BCG

(Pereira, 2023).
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Os valores encontrados para a frequéncia cardiaca em ovinos foram (70 a 120 batimentos/min)
conforme (Cezar et al., 2004). Porém, (Santos et al., 2006) encontraram taxas entre (122 - 144
batimentos/min), superiores as deste estudo. Ao avaliar as constantes fisioldgicas, determinados
animais apresentaram sinais cardiacos levemente alterados, devido a diferencas individuais
entre os animais. Provavelmente, no ato de segurar 0s ovinos para avaliacdo clinica, ocorreu
uma pequena alteracdo cardiaca (itavo et al., 2011). Segundo (Santos et al., 2006) a frequéncia
cardiaca é uma variante devido a diversos fatores, como idade, individualidade, temperamento

e nivel de excitacdo das ovelhas.

Gréfico 4 - Pulso cardiaco das ovelhas do grupo controle e vacinados com BCG +
CP40 ap6s administracéo de 2 doses da formulag¢do com espaco de 21 dias, com supervisao

por 20 semanas
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Os dados obtidos e refletidos no (Gréfico 5) relativos aos movimentos peristalticos,
mostram que ndo existe desigualdade estatistica (p>0,05) nas ovelhas em estudo (Pereira,
2023). Os dois grupos de ovinos apresentam valores normais entre 1 a 2 circulacdes peristalticas

ruminais por minuto (De Faria, 2010).

Gréfico 5 — Movimentos peristélticos das ovelhas do grupo controle e vacinados
com BCG + CP40 apds administracdo de 2 doses da formulagdo com espaco de 21 dias,

com supervisdo por 20 semanas

—— CONTROLE —CP40+-BCG
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(Pereira, 2023)
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Durante as 20 semanas do estudo para inspecionar o estado das mucosas: Nasal, ocular
e oral. Foram obtidos dados que estdo representados nos graficos a seguir. Com base nestes
resultados, observou-se uma variacdo durante as primeiras semanas do teste, coincidindo com
o facto de a desparasitacdo dos animais ainda nao ter sido concluida. Os resultados mostram

que ndo ha variagdo estatistica significativa nas ovelhas (Pereira, 2023)

No gréfico 6 pode-se analisar que os animais durante a semana 5 de avaliacdo foram
observados com mucosas palidas, diferentemente do tempo anterior, onde a cor estava na faixa
normal. Alteracdes como essas podem indicar que ha& variagdo na salde das ovelhas. No
entanto, este aumento refletido na semana 5 ndo é estatisticamente significativo (Pereira, 2023)

Através da inspecdo foi possivel identificar alteracdes da mucosa ocular nas semanas 3
e 7 do grupo controle (Gréfico 7), diferentemente do grupo vacinado, que permanece dentro da
normalidade. No (Gréfico 8) durante as primeiras semanas pode-se observar uma alteracdo na
mucosa oral de ambos os grupos, levando em consideracdo que a partir da semana 8 0s animais
no grupo controle apresentaram varia¢6es periodicas, mas ndo estatisticamente significativas,
diferentemente do grupo vacinado, que permaneceu dentro da normalidade. Isto significa que a
vacina recombinante com BCG e CP40 é uma alternativa eficaz para melhorar a protecdo em

pequenos ruminantes.



Gréficos 6, 7, 8 - Coloracdo da mucosa nasal, ocular e oral dos ovinos em estudo

Gréfico 6. Cor das fossas nasais em ovelhas do
grupo controle e vacinados com BCG + CP40
ap6s administracdo de 2 doses da formulacédo
com espaco de 21 dias, com supervisdo por 20
semanas

Gréfico 7 - Cor da cavidade ocular das ovelhas do
grupo controle e vacinados com BCG + CP40
apos administragéo de 2 doses da formulagdo com

espaco de 21 dias, com supervisdo por 20 semanas
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Graéfico 8 - Cor da cavidade oral em ovelhas do
grupo controle e vacinados com BCG + CP40
apés administragéo de 2 doses da formulagéo com

espagco de 21 dias, com supervisao por 20 semanas
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5.3. Avaliacdo dos parametros hematologicos

(Pereira, 2023)

46

Os resultados do hematdcrito obtidos no estudo dos animais por um periodo de 3 meses

de monitoramento estéo refletidos na (grafica 9). Atraves do qual ndo foram observados dados

significativos, com excecdo do animal n°® 3 do G1 (controle) que apresentou pequena

diminuigdo do rango normal de hematdcrito. Foi confirmado mediante andlise laboratorial que

as ovelhas do G2 apresentaram valores de hematocrito mais elevados em comparagdo as

ovelhas do G1. Levando em consideracdo que através do teste T-Student foram encontradas

variagdes notaveis nos dados de hematdcrito nos animais do estudo (p>0,05).
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Gréfico 9 — Resultados de Hematdcrito (HT) das ovelhas do grupo controle e
vacinadas com BCG + CP40 ap6s administracdo de 2 doses da formulagdo com espaco de

21 dias, com supervisao por 3 meses
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Fonte: Autor

Quanto os resultados da hemoglobina das ovelhas no periodo de 3 meses de analise
(Gréfico 10), no geral quase a maioria dos ovinos apresentou valores de hemoglobina na faixa
normal para esta espécie, que é (8 — 16 g/dL) segundo (Jain, 1993, p. 417; Meyer; Harvey, 2004,

p. 351). Exceto alguns ovinos analisados no dia 73, que apresentaram anemia.

A variancia estatistica dos 2 lotes foi moderada e, portanto, ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) do G1 - G2, exceto no dia 88 do G2 em comparagéo ao G1 com diferenga
significativa (p>0,05). Tudo foi ao contrario com (Odhah et al., 2017) onde a concentracdo de
Hb indicou uma diminuic¢do significativa (p<0.05) nas semanas 2, 3 e 12 do lote C em

comparacéo do lote controle.
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Grafico 10 - Resultados da Hemoglobina (HB) nas ovelhas do grupo controle e
vacinadas com BCG + CP40 apds administracéo de 2 doses da formulacdo com espaco de

21 dias, com supervisédo por 3 meses
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Fonte: Autor

Através dos dados hematoldgicos apresentados no (Gréafico 11), nenhum ovino do G2
(vacinado) apresentou diminui¢do das células sanguineas devido ao patégeno, diferentemente
do G1 (Né&o vacinado) onde alguns animais foram observados com niveis baixos de heméacias
refletido nos resultados dos dias 7, 14, 21 e 88 (Grafico 11), tendo em conta que o intervalo de
referéncia é (8 — 16 milhdes/mma3) citado por (Jain, 1993, p. 417; Meyer; Harvey, 2004, p. 351).
Foi encontrada uma diferencia significativa (p>0,05) na contagem de hemécias do Grupo 2 em
comparagao ao Grupo 1.
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Gréfico 11 - Resultados da Hemacias (HE) nas ovelhas do grupo controle e
vacinadas com BCG + CP40 ap6s administracdo de 2 doses da formulagdo com espaco de

21 dias, com supervisao por 3 meses
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Fonte: Autor

Em relacdo ao Volume Corpuscular Médio (VCM) no (Grafico 12), o G1 apresentou
uma alteracdo significativa (p>0,05) nos dias 7, 14, 21, 28 e 88. E uma diminuic&o significativa
(p<0,05) no dia 43 e 73 em comparacdo ao G1. As taxas ficaram nas faixas consideradas
saudaveis em ovinos, sendo de aproximadamente (Ref. 23 — 48 fL) de acordo com (Jain, 1993,
p. 417; Meyer; Harvey, 2004, p. 351).
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Gréfico 12 - Resultados do Volume Corpuscular Médio (VCM) nas ovelhas do
grupo controle e vacinadas com BCG + CP40 ap6s administracdo de 2 doses da

formulacé@o com espaco de 21 dias, com supervisao por 3 meses
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Fonte: Autor

Através da analise, um numero notdvel de ovinos do G1 apresentou valores de
Concentracdo Corpuscular Média de Hemoglobina (CHCM) com uma alteracdo significativa
(p>0,05) nos dias 7, 14, 28 e 43, em comparacao ao G2 que s6 apresentaram nos dias 0, 21, 58
e 88 (Grafico 13).

Grafico 13 - Resultados da Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM) em ovelhas do grupo controle e vacinadas com BCG + CP40 ap6s administracdo

de 2 doses da formulagdo com espago de 21 dias, com supervisao por 3 meses
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No (gréafico 14) é possivel observar os valores da proteina plasmatica total dos ovinos
ao longo de dois meses de experimento, apresentando valores em sua maioria baixos,
principalmente no lote 1, no dia 7 do experimento, levando em consideracdo que o intervalo de
referéncia é (6 — 7,5 g/dL) citado por (Kaneko et al; 1997; Meyer; Harvey, 2004, p. 351; Blood,
Radostite, 1991, p. 1263). Ndo foram encontradas variacOes estatisticas significativas entre
lotes de animais (p>0,05). Da mesma forma, (Odhah et al., 2017) no seu estudo mostra que 0
Grupo B revelou uma diminuicdo significativa (p<0,05) nas semanas 2 e 10 com base no grupo

de controlo.

Gréfico 14 - Resultados da Proteina Plasmatica totais (PPT) em ovelhas do grupo
controle e vacinadas com BCG + CP40 ap6s administracédo de 2 doses da formulacéo com

espaco de 21 dias, com supervisao por 3 meses
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Fonte: Autor DIAS APOS IMUNIZACAO

Em relacdo ao resultado do fibrinogénio plasmatico (FP) no (Gréafico 15), no G2
apresenta uma alteracdo significativa (p>0,05) nos dias 7, 14, 43, 73 e 88 em comparagdo ao
G1, em quanto o G1 apresentam alteracéo significativa (p<0,05) s6 nos dias 21 e 28 pds desafio.
Todos apresentam dados normais, que séo de (100 — 500 mg/ dL) conforme a (Kaneko et al;
1997; Meyer; Harvey, 2004, p. 351; Blood; Radostitis, 1991, p. 1263).
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Gréfico 15 - Resultados de Fibrinogénio Plasmatico (FP) em ovelhas do grupo
controle e vacinadas com BCG + CP40 apds administracdo de 2 doses da formulagdo com

espaco de 21 dias, com supervisao por 3 meses
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Fonte: Autor

De acordo com a quantidade de leucécitos em ovinos (Grafico 16), os dados ficaram no
rango normais em ovelhas, sendo o valor de referéncia de (4 — 12 mil/mm?) segundo (Jain,
1993, p. 417; Meyer; Harvey, 2004, p. 351). Porém, o aumento significativo (p>0,05) foi nos

dias 73 e 88 em relacdo ao G1 (controle).

Gréfico 16 - Resultados de Leucdcitos (Le) em ovelhas do grupo controle e
vacinadas com BCG + CP40 apds administracéo de 2 doses da formulacdo com espaco de

21 dias, com supervisao por 3 meses
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5.4. Valorizag8o dos indicadores bioquimicos

Através da andlise bioquimica foi possivel identificar algumas diminuic6es na proteina
total nos 2 grupos (G1 — G2) refletidas ndo (Grafico 17) com diferenca significativa (p>0,03),
devo ressaltar que os dados referenciais para o0 as proteinas totais séo (6 - 7,5 g/dL) de acordo
com (Kaneko et al; 1997; Meyer; Harvey, 2004, p. 351; Blood; Radostite, 1991, p. 1263).

Grafico 17 - Resultados da Proteina Totais (PT) em ovelhas do grupo controle e
vacinadas com BCG + CP40 apds administracao de 2 doses da formulacéo com espaco de

21 dias, com supervisédo por 3 meses
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Fonte: Autor

Através da andlise bioquimica foi identificado aumento de albumina nas ovelhas do (G1
— G2) (Gréfico -18) com uma diferencia significativa (p>0,03). Em comparacdo os dados
normais para albumina (2,4 — 3,0 g/dL) citados por (Kaneko et al; 1997; Meyer; Harvey, 2004,
p. 351; Blood; Radostitis, 1991, p. 1263). O aumento de albumina é possivel, devido ao grau
de suscetibilidade e tolerancia ao processo infeccioso, apresentando resposta imunoldgica aos
processos inflamatdrios, da mesma forma, ndo se pode descartar uma possivel e leve
desidratacéo horas antes da coleta nos ovinos, o que influencia ao aumento (Bustamante et al.,
2016). De acordo com (Doria et al., 2014) as alteragdes da albumina podem ser decorrentes do

manejo nutricional que os animais receberam antes e durante o estudo.
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No entanto, o nivel de albumina foi significativamente baixo e paralelo em ovinos
infectados com CLA (Mahmood et al., 2015). Em relagdo as concentra¢des de albumina, estudos
semelhantes apresentam valores de 3,83 + 1,46 g/dL para ovinos (Doria et al., 2014). Esses
valores sdo semelhantes aos descritos por (Avellanet et al., 2007) em ovinos da raca Xisqueta
(3,48 £ 0,60 g/dL). Estas diferengas nas concentracdes sericas de albumina podem ser devidas a
ligeiros graus de desidratacdo que permitem uma diminui¢do do volume plasmatico e, portanto,

da concentracdo proteica (Doria et al., 2014).

Grafico 18 - Resultados da Albumina (AB) em ovelhas do grupo controle e
vacinadas com BCG + CP40 apds administracéo de 2 doses da formulacéo com espaco de

21 dias, com supervisao por 3 meses

Albumina

3,5

2,
W CONTROLE
B CP40 + BCG
1,
0,
0
0 7 14 21 28 43 58 73

88

w

(6]

N

(6]

[EEN

(6]

DIAS APOS IMUNIZACAO
Fonte: Autor



55

Quadro 2: Avaliacdo de linfonodos alterados em ovinos com tratamento variado, com
ovelhas imunizadas com BCG + CP40 ap6s 2 aplicagdes com intervalo de 3 semanas e

inspecionados por 5 meses

Naédulo G1: Controle | G2: CP40 + BCG
Linfoide
Parotideo 0/6 1/6
Retrofaringeo 1/6 0/6
Submandibular 1/6 0/6
Mediastinal 0/6 216
Pré-escapular 1/6 2/6
Pré-femoral 0/6 0/6
Popliteo 2/6 1/6
Inguinal 1/6 1/6

O resultado é demonstrado no aumento do namero de linfonodos nas 6 ovelhas (G1: controle)
e nas 6 ovelhas (G2: CP40 + BCG) que foram desafiadas.

Todas as ovelhas tanto do G1 como do G2 expressaram um ligeiro aumento nos
linfonodos externos, sem apresentar variacdes estatisticamente significativas com base no
aspecto inflamatorio nodular (p>0,05), porém ndo houve abscedacdo dos mesmos, € com 0
tempo voltou ao tamanho normais. Cabe mencionar que o aumento do tamanho dos linfonodos
€ um processo comum que ocorre frente a diversos tipos de patdgenos e que pode estar

associado a outros fatores além da vacina

Entretanto, ndo se sabe até que ponto a linfadenite caseosa pode influenciar nos
parametros hematologicos e bioquimicos, e se essas alteracbes podem ou nédo ser utilizadas
como possiveis biomarcadores de infecgdo por esta bactéria (Nicoleti et al., 2022). Visto que
(Fidelis et al., 2016) menciona que as fases cronicas da Corynobacterium pseudotuberculosis
e outras patologias apresentam menores variagdes nas concentracdes de elementos séricos e de

células sanguineas do que as infecgdes agudas.
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Neste trabalho, grande parte dos componentes hematoldgicos ndo apresentou variagdo
estatistica notavel nos ovinos, bem como a baixa presenca de alterages cutaneas no G1; isso
pode estar relacionado a origem desconhecida das ovelhas, onde provavelmente foram expostas
ao microrganismo, ocasionando uma possivel imunizacdo incompleta contra a bactéria. O
mediante descrito por (Al-Gaabary et al., 2009) onde mostra que ovelhas com menos de 1 ano
de idade representam menor prevaléncia de linfadenite caseosa em comparacdo com ovelhas

com mais de 1 e 2 anos de idade, isso pode ser devido a transmissao imunoldgica materna.

Atualmente, nossa pesquisa € uma das primeiras a estimar a eficacia imunoldgica da
férmula rCP40 e BCG em ovinos contra Corynobacterium pseudotuberculosis. A realizacéo de
estudos em espécies alvo é eficaz para conhecer o grau imunolégico de novas cria¢fes vacinais
(De Pinho et al., 2021). Até agora, métodos baseados em proteinas recombinantes tém sido
utilizados como vacinas de subunidades contra o desafio da linfadenite caseosa, para aumentar

a protecdo imunoldgica (Bezerra et al., 2020; Rezende et al., 2020; Silva et al.,2018)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo clinico, hematoldgico e bioquimico de ovinos imunizados e ndo imunizados
utilizando a formula rCP40 e BCG indica que a vacina ndo modifica os valores clinicos,
hematolodgicos e bioquimicos, com excecdo das hemécias e da proteina plasmaética total, que
apresentaram diminuicdo em relacdo aos valores normais, por outro lado, com a concentragéo
de hemoglobina corpuscular média e albumina, ocorreu o contrario, ou seja, apresentou
alteracdo baseada nos valores normais. Desta forma, a formulagédo vacinal composta por rCP40

e M. bovis BCG Pasteur foi eficiente na aplicagdo em ovinos durante os 3 meses.

Também, recomenda-se que mais estudos com formulas vacinais contra linfadenite
caseosa sejam realizados em pequenos ruminantes, com o objetivo de desenvolver e aprimorar

vacinas com maior eficacia e melhor seguranca para as espécies.
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