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REsumo

Com o objetivo de pesquisar a presenca de Yensindia
pareudotubercudosia associada a quadros clinicos de diarreia

bovina no Estado do Parana, foram analisadas durante os anos

de 1087 ¢ 1088 220 amostras de fezes. 60 conteudos de intes
tino delgado e 50 conteudos de intestino Zrosso, obtendo-se
isolamento positivo em 46 (21%). 9(15%) e §5 (9%) das AmMoS -

tras respectivamente, totalicando 00 cepas do microrganismo.

As 60 cepas de Yeasinia pseudoiubencudlosis perten-
ciam ao sorogrupe O III. apresentando identica sensibilidade

aos antibioticos e quimioterapicos quando testadoc'"in vitro".
5

Estatisticamente comprovou-se haver relacao entre
os isolamentos das cepas de Yezrsinia pseudotubencudosis e os

meses mails frios do ano.

Considerando as tres faixas etarias estudadas (be-
zerros, novilhos e adultos), as taxas de morbidade situaram-
se no ano de 1987 em 0%, 10,3% e 6,7% respectivamente e no
ano seguinte em 0%, 13,4% e 11,7%. Em relacao a mortalidade,
estas situaram-se no ano de 1987 em 0%, 1,0% e 2,0% e 0%,
2,7% e 2,6% no ano de 1988.

A cepa de Yersindia pdeudegibeacuiodid sorogru-
)/ i,
[

po 0 ITT mostrou-se patogenica aos ¢obaios, quando adminis-

XV



trada via oral.

Apesar dos resultados bacteriologicos negativos.
nao se descartou a possibilidade do envolvimento de roedo-~
res silvestres e comensais na (ransmissao do microrganismo

aos bovinos. podendo os préprios bovinos ou o solo, servirem
como reservatorios do microrganismo.

A metodologia utilizada no isolamento das cepas de
Yensinia paeudotubenculosis possibilitou que 73,3% das mes-
mas fossem isoladas no cultive primario e 26,60% apos o crio

enriquecimento na temperatura de 4OC por 7. 14 e 21 dias.
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1. INTRODUCAO

As sindromes diarréicas nos animais, apesar de
intensamente pesduisadas, apresentam muitos aspectos a serem
esclarecidos.

Segundo TZIPORI (1981),as diarreias nos bovinos
permanecem de longe incontroladas, devido a sua complexa e-
tiologia. que envolve além dos agentes infecciosos, fatores
imunolégicos, nutricionais e de meio ambiente.

Dentre as principais doeng¢as bacterianas causa-
doras de diarréia bovina, se destacam a Colibacilose neona-
tal, causada por cepas de €. codi enterotoxigenicas (ACRES,
1085) e a Salmonelose, causada principalmente pelos soroti-
pos Sadmonedda dublin ¢ Sadmonedda thyphimuadium(GIBSON,1961;
EDWARDS & GALTON. 1667).

No Estado do Parana,verifica-se desde 1982, sur-
tos de diarreia bovina com altas taxas de morbidade e morta
lidade, atingindo animais com idades superiores a um ano, de
ragcas indianas em criacoes extensivas de gado de corte. Os e
xames bacteriolégicos nao apontavam para 0s enteropatégg
nos comumente encontrados nos casos de diarreia bovina, mas pa-

ra um microrganismo pertencente a familia &nterobaciendaceae,

denominado Yeasinia pseudotubenculosis, raramente isolado em



nosso pais. 0 primeiro caso de isolamento de Yensinia paeudo
tubencudosis nos animais deste Estado, ocorreu no ano de
1982 em bufalos. Estes animais apresentavam diarreia aquosa
e intensa como caracteristica principal (OLIVEIRA et alii,
1983). Nos anos seguintes ocorreram novos surtos diarreicos,
com isolamento de Yeasinia pseudotubencudosis, atingindo bo-
vinos em diversos municipios do Estado (WARTH et alii,1984).
Tal ocorrencia, tornou-se frequente causando serios prejui
zos a pecuéria.

Denomina-se de Yersiniose pseudotuberculosa a to
das as formas clinicas causadas pela Yeradinia poeudotuben-
cudoadls tanto no homem quanto nos outros animais (ACHA &
SZYFRES, 1986).

Segundo algumas das maiores autoridades no assun
to, este microrganismo afeta todos os animais de uma manei-
ra geral, a excecao da espécie bovina e equina (MOLLARET et
alii, 1982).

Visando contribuir para um melhor esclarecimento
sobre a participaqao deste enteropatégeno na espécie bovina.
idealizou-se o presente trabalho que t%m como objetivos
principais:

1. Rever extensivamente a literatura especializa
da no assunto.

2. Pesquisar a presenca de Yeradindia pseudoiuben-
cudosds em fezes de bovinos*® com sintomatologia diarreica.

3. Pesquisar a presenca de Yersindia pseudoiuben-
culdoads em conteudos intestinais de bovinos* que pereceram

com sintomatologia diarreica.

1y
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4. Verificar a sensibilidade e resistencia das
possiveis cepas isoladas aos antibidticos e quimioterapi-
cos.

5. Verificar os sorogrupos prevalentes em casos
de diarreia bovina no Estado do Parana.

6. Verificar a patogenicidade a cobaios dos pos-
siveis sorogrupos de Yeasdindia paeudotubercudosis isolados.

7. Relacionar, se possivel. os isolamentos de Yex
sinia paeudotubenculosds e a sua ocorrencia nos meses mais
frios do ano.

8. Yerificar o possivel envolvimento de roedores
na transmissao do microrganismo aos bovinos.

9. Analisar os resultados bacteriolégicos obti-
dos em culturas primérias e secundarias no isolamento de yef
ainia paeudotubencudosts.

10. Verificar as provaveis taxas de mortalidade e

morbidade bovina atribuidas a infeccao pela Yersinia pseudoiu

.

' . - . by . ‘.
ercudosl4a nus rebanhos afetadous pela sindrome diarreica.



2. RevisAo DA LITERATURA

"Tsto Lol pana mim enire todas as
manravidhas que descobri na nazu-
neza a mads maravdilhoasa de todas:
preciso digen que, para mim, vi-
4a0 mais agradaved jamaia velo a
meus olhos que aquedas milhanrnes
de cndlatunas viventes, vistas nu

1"

ma goinha de agua...
AnZon van Leeuwenhoekr

A denominagao Yenasinia foli dada em homenagem
ao bacteriologista frances Alexandre Yersin, que primeiro i-
solou o microrganismo causador da Peste Bubonica em 1894. A
criaggo deste novo género foi atribuida a Van Loghem em 1944
e tinha como objetivo separar as bacterias que possuiam ca-
racteristicas distintas das do genero Pasteuredla (MOLLARET,
1666). Anteriormente a Alexandre Yersin, Malasser e Vignal,
tiveram o primeiro contato com o microrganismo hoje classifi
cado como Yensinia paeudotubenculosis {MOLLARET et alii,
1982).

SMITH & THAL (1965), estudando 25 amostras bacte

rianas classificadas inicialmente como pertencentes ao gene-



ro Pasteunedla pelo Método Adansoniano, verificaram que elas
poderiam ser divididas em dois grupos. As amostras oxidase
negativas, abrangendo as especies Pasteuneddla pseudoitubercu-
loadis, Pasteunedda pesiis ePseudotobercudosis "X" e as amos
tras oxidase positivas, abrangendo as demais espécies do gé—
nero.

Em 1972 o Sub-comite para Yeasindia, Pasteunella e
Francisedda que faz parte do Comite Internacional de Sistema
tica Bacteriana, determinou a inclusao do género Yernainia na
familia &£ntervbacteaiaceae e este, abrangendo as espécies Y
ensdinda pestis, Yensinia pseudotubencudvsis e Yernsinia enzte-
nocoddlticae (THAL, 1974).

A familia Entencbacteniaceae. segundo a 82 edicao
do Manual de Bergey editada em 1974, esta dividida em cinco
tribos: fachinichieae, Klebsielleae, Proteeae, CELawinieae e
Yensinieae. 0 XI género Yensinia esta dividido em tres espe
cies:Yerqinia pesatis, Yensinia paeudotuberculosis e Yensinda
entenvcoditica (MOLLARET & THAL, 1974).

Na 92 edigao do Manual de Bergey editada em 1984,
o] género passou para o XIV lugar e recebeu alem das tres es-
pécies citadas na edicao anterior, a inclusao de mais quatro
eSpécies: Yensinia inteamedia, Yenasinia fredenlksenii, Yea-
sinia auckeni e Yensinia kaistensenii (BERCOVIER & MOLLARET,

1984).

0 microrganismo hoje classificado como Yensindia
praeudotubenculosia recebeu pela primeira vez a designacao
de "bacilo da tuberculose zoogléica” por Malassez e Vignal
em 1883, ao observarem o que lhes pareceram lesoes tuberculo
sas em cobaio inoculado com material purulento de uma crian-

ca gue havia morrido de uma aparente meningite tuberculosa



(MAIR, 1975; MOLLARET et alii, 1982).Segundo MOLLARET(1965),
desde entao, esse microrganismo tem recebido diferentes deno
minagSes por diversos pesquisadores em diferentes épocas.Crg
nologicamente, recebeu a denominacao de SZreptobaciddo por
Dor em 1888; Bacildus paudoitubencudosia por Pfeiffer em
1889 e por Eisenberg em 1891; Stzepto-bacidlus pseudviubercu
dosis nodenzium por Preisz em 1894; Bacternium paeudoiubeacg
losis nodentium por Lehmann e Neumann em 1806; Bactenium
paeudoitubeacudosis por Migula em 1990; Baciddus Lntestinadldis

caviae por Byloff em 1000; Baciddus pseudvpesiis por Pribram

e Plasaj em 1921; Coaynebacteaium rodenitium por Bergey et
alii em 1923; Coaynebacterium pseudotubencudosis por Ber-
gey et alii em 1925; Coaynebacteaium pseudotubencudosis no-

dentium por Kelser em 1933; Shigedda paeudotubencudosis por
Haupt em 1935; Paafeunedda pseudotubencudosis por Topley e
Wilson em 1936; Yeasinia rodeniium por Van Loghem em 1944-45;
Ciddopasteunedda pseudoiubencudosis por Pre§ost em 1948; Yexn
sdinda pseudoiubencudosis por Smith e Thal em 1965.

Quanto a morfologia, Yeasinia paeudotubenculosis
apresenta-se como um pequeno bacilo Gram negativo,semelhante
as demais enterobactérias; medindo 0,8 x 2,0 microns, nao es
porulado, nao capsulado, pleomérfico, apresentando-se como
coco bacilo, forma bacilar isolada ou em cadeias curtas. Ge
ralmente movel, devido aos flagelos peritriquios quando cul-
tivado a temperaturas inferiores a 3OOC, apresenta-se imo-
vel quando cultivado a 37°C (MOLLARET et alii, 1982).

Quanto a cultura em meios solidos, Yersinia pseu-
dotubeacudosis cresce sobre meios solidos comuns como gelose
nutritiva ou extrato de carne. Nestes, apés 24 horas de incu

bacao a 30°C ou a 37OC, desenvolvem-se colonias translucidas



de 1.5 mm de diametro, lisas, com bordos arredondados. Apos
48 horas. o diametro atinge 3 mm, apresentando o centro colo
nial mais opaco e elevado com tipico formato de um chapeéu
chines. Ja sobre os meios enriquecidos como gelose com soro
ou com sangue; as colonias tornam-se apenas um pouco maio-
res. No meio de agar sangue nao apresenta capacidade hemoli
tica. Dependendo dos meios utilizados as culturas de Yensinia
paeudotubercudlosis dissociam-se em colonias pequenas e gran-
des. Scbre os meios seletivos com sais biliares, resiste a
concentracao de desoxycolato entre 1,5 a 7 gramas por litro

(MOLLARET et alii. 1982) . Ainda no que se refere ao tamanho

colonial. segundo BERCOVIER & MOLLARET {(1984)., os membros do
género Yernsinia diferenciam-se de todas as demais enterobac
terias por apresentarem menor diametro.

Quanto a cultura em meios liquidos como égua de
peptona ou caldo simples, Yensinia pseudoiubencudoais desen-
volve-se apés 24 horas de forma abundante. Pode ser cultiva-
da em temperaturas entre 4OC e 420C, num pH entre 5 e 9,6
e numa Concentraggo de NaCl de 0 a 3,5%. As Condigaes otimas
de crescimento situam-se a 30°C e pH de 7,2 (MOLLARET et
alii. 1982).

Quanto ao metabolismo, Yersdinia pseudoiubeacudo-
444 apresenta-se como um microrganismo anaerobico facultati
vo, possuindo vias de metabolismo intermediario comparéveis

ao das outras enterobacterias (MOLLARET et alii, 10982).

Quanto aos caracteres bioquimicos. a Yerginia pseu~
dotubeacudosis nao produz gas a partir das fermentacoes de a
gdcares. apresentando grande homogeneidade bioquimica. Sdmeﬂ
te aquelas pertencentes ao sorogrupo 0 lIV,diferenciam-se das

outras pela utilizacao do Citrato de Simmons e do Malonato.A



atividade ureasica e iptensa e rapida, tornando-se positiva
em 5 a 10 minutos (MOLLARET et alii, 1982}.

Segundo BERVOVIER & MOLLARET (1984), Yersindia
paeudotubencudosis apresenta as seguintes reacoes bioquimi-
cas:

Caracteristicas Resultado

Motilidade (25°C) .
Lisina descarboxilase (Moller) -
Ornitina descarboxilase (Moller) -
Urease +
8-Xylosidase +
Gelatinase -

(o] M
C —7

Citrato (Simmons), 25
Voges-Poskauer, 250C -
Producao de Indol ~
Glutamil transferase d
Producao de acido a partir de:

Rhamnose +
Sacarose ~
Cellobiose -

Melibiose +

a-Metil-Glicosideo -

Sorbose -
Sorbitol -
Rafinose d
Catalase +
Oxidase -

Formaggo de pigmento -

WCepas pertencentes ao sorogrupo 0 IV sao positivas.
Observacao: Os testes acima descritos foram realizados na temperatura
de 28°C durante 72 horas. exceto quando indicados.



Caracteristicas Resultado
Motilidade, 37°C -
Teste do Vermelho de Metila, 370C +
Teste de Voges-Poskauer, 37OC -
Citrato (Simmons), 37°C -
Crescimento em KCN, 37OC -
Utilizacao do Malonato -
Utilizagao do D-Tartarato -
Utilizagao do Mucato -
Citrato {(Christensen) +
Reducao de Nitrato e Nitrito +
Teste de Oxidagao—Fermentagao {Hugh-

Leifson) 0/F
Producao de gés a partir da D-glicose -
Producac de H,S (Kliger) -
Tetrathionato redutase d
Fenilalanina ou Triptofano desaminase -
Arginina dihidrolase (Moller) -
B-Galactosidase +

Lipase (Tween 80) -

Desoxiribonuclease d
L-Arabinose +
Glicerol +
Inositol -
D-Xilose ' s
Esculina -
Amidalina -
Arbutin d

mCepas pertencentes ao sorogrupo 01V sao positivas.
Observacao: Os testes acima descritos foram realizados na temperatura
de 28°C durante 72 horas. exceto quando indicados.
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Caracteristicas Resultado
Salicina, dextrina d
Lactose -

Adonitol, eritritol, dulcitol, D-arabi
nose, L-xylose, Metil-D-manoside, Me-
ttil-xyloside, Melezitose, inulina -
Producao de acido a partir de:

Glicose, frutose, galactose, ribose, ma
nose, maltose, trealose. manitol. N-ace

tylglicosamina +

Quanto a classificacao sorologica da Yensinia pseu
dotubeacudosin, 0 esquema antigenico proposto por THAL &
KNAPP (1971}, e citado na 92 edicao do Manual de Bergey de
1984.C0mp6em-se 0s antfgenos somaticos de seis SOrogrupos. i
dent ificados atraves de algarismos romanos de I a VI (antfgi
nos 0, de constituicao lipopnlissacar{dica, termoestaveis).

0s sorogrupos O0l. OLLI. OIV e OV. estao divididos em dois

sub-grupos A e B. Estes antigenos somaticos sao representa-

dos pelos algarismos arabicos de 2 a 15. sendo estes fato-
res, especificos aos sorogrupos e sub-grupos, Os antigenos
flagelares por sua vez, (antigenos H,. de constituicao pro-

teica, termolébeis), sao em numero de cinco. identificados a
traves das letras minusculas do alfabeto (a.b.c.d,e).
Na Tabela a seguir, o esquema proposto pelos auto

res citados:
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Estrutura antigenica da Yersinia pseudotubercudo-

444 segundo THAL & KNAPP (1971).

Grupo Sub-Grupo Ant{geno R Antigenos 0 Antigenos H
A (1) 2,3 a,c
1
B (1) 2,4 a,c
A (1) 5,6 a,d
1I
B (1) 5,7 a,d
I11 ~ (1) 8 a
A (1) 9,11 bia,b
v B (1) 9,12 a,b,d
A (1) 10,14 a;a,e(b)
v
B (1) 10,15 a
VI - (1) 13 a

Quanto ao diagnéstico bacteriolégico, 0o 1solamen-
to de Yeasinia pseudotubencudosis e facil nos meios wusuais
a partir doésangue, de linfonodos mesenteérios ou de um mi-
croabscesso, porém delicado a partir de fezes, habitualmente
pobres deste microrganismo (MOLLARET et alii, 1982).

Na escolha dos meios de cultura apropriados para
o isolamento da Yensinia pseudotubercudosis | o uso do Agar
Sangue ¢ recomendado por MARTIN & WASHINGTION (1980) e BERCO-
VIER & MOLLARET (1984). A utilizacao deste meio na rotina
bacteriolégica de isolamento de enterobactérias de uma manei
ra geral tambem & recomendada por EDWARDS & EWING (1972),jun
to com os meios considerados de baixa, media e alta seletivi

dade, conforme o microrganismo gue se deseja isolar. A utili

zacao do Agar MacConkey, considerado de baixa seletividade
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para enterobactérias por EDWARDS & EWING (1972), é o meio in
dicado para o isolamento de Yeasindia pseudoiubencudosis se-
gundo FALCAO (1976); TSUBOKURA et alii (1976); FALCAO et
alii (1979); MARTIN & WASHINGTON (1980) e BERCOVIER & MOL-
LARET (1984). Segundo FALCAO (1976), num trabalho de rotina
diagnostica voltada para Yersindia pseudoiubencudosis os me-
lhores meios de cultura para o seu isolamento sao o Agar
MacConkey seguido do Agar $5,na temperatura de incubacao en
tre 35-37°C por um periodo de 48 horas.

Quanto ao uso de crioenriquecimentono isolamento
de VYensinia paeudotubercudosis, VAN NOYEN et alii (1980) ci-
tam que PATERSON & COOK (1963) foram os primeiros a utili-
zé—lo, a semelhanca da tecnica jé usada para o isolamento
de bacterias do genero [ isteaia sp. Verificaram os autores
citados que havia um incremento no numero de microrganismos
viaveis apés 28 dias de incubacao na temperatura de 3-4 C.
Contagens iniciais de 9.0 x 103 U.F.C. passaram para 0,2 x

10Q

U.F.C. apos este periodo. Desde entao esta tecnica tem
sido utilizada nao somente para a espécie citada. mas tam-
bém para o isolamento de outras especies do genero Yezsinia
(EISS, 1975; RICCIARDI et alii, 1978; OBERHOFFER & PADGORE,
1980; VAN NOYEN et alii, 1980; WEISSFELD & SONNENWIRTH,
1980 ). A maior desvantagem no uso da técnica do criocenrique-
cimento & Jjustamente o tempo necessario para o crescimento,
gue situa-se numa media de 21 dias, tempo este. considerado
demasiadamente longo em casos clinicos que exigem urg&mia no
diagnéstico (WEISSFELD & SONNENWIRTH. 1980 ).Outros pesquisa
dores acreditam que em Casos clinicos de Yersinioses. nao

ha necessidade do uso da tecnica do crioenrigquecimento, ja

que o seu uso pode levar ao isolamento de sorotipos de Yen-
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sdnda sp. considerados nao patogénicos, sem ligagéo com O
guadro clinico e que s6 se desenvolveram, gracas a suas ca-
racteristicas psicrofilas (VAN NOYEN et alii, 1980). Outros,
ao inves da utilizaggo do crioenriquecimento, utilizaram a
tecnica do uso de solucoes alcalinas fracas, por ser mais ré
pida, simples e sensivel (ALUISIO et alii, 1980).

Ja o diagnostico sorolégico e efetuado utilizan-
do-se como antigenos, suspensoes vivas do germe. Apresenta
fidelidade. com excecao das reacoes cruzadas entre os soro-
grupos 0 I1 e 0 IV de Yeasdinia paseudotubencudosis e membros
do genero Saimonedla pertencentes ao grupo B e D.respectiva-
mente. Us anticorpos humorais estao presentes jé nas primei
ras manifestacoes clinicas, levando-se em consideracao titu-
los superiores ou iguais a 1:200. Os titulos atingem um méxi
mo de 1:1000 - 1:2000 wuma a duas semanas mais tarde e desa-
parecem apés dois a trés meses. Intradermo—reagBes estao
presentes 40 mesmo tempo do surgimento dos anticorpos hu-
morais e persistem uma dezena de anos ou mais (WINBLAD,1076,
MOLLARET et alii, 1982).

Quanto aos aspectos relacionados aos mecanismos
de virulencia apresentados pela Yeasinia preudotuberculdosia,
verifica-se que os mesmos estao intimamente relacionados com
os apresentados pela Yensindia pestias, Segundo BERCOVTIER &
MOLLARET (1984). os citados microrganismos compartilham pelo
menos de dois fatores de virulencia em comum: o antigeno de
envelope Fl e os antigenos V e W. As cepas de Yeasinia paeu-—
dotubeacudoasdias tornam-se rapidamente avirulentas quando cul-
tivadas a 37OC. devido a perda do plasmideo de viruléncia
responsavel pela producao dos antigenos V e W e pela Calcio

dependencia. Citam ainda. que algumas amostras de Yenasinia
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paeudotubeacu404ia pertencentes ao sorogrupo 0 III em sua
grande maioria produzem uma exotoxina de atividade nao bem
definida.

Segundo WETZLER (1972), o maior fator de virulen-
cia apresentado pela Yeasinia pseudotuberculosis sao os anti
genos V e W, denominados tambem de antigenos de Burrows e Ba
con e que seriam OS responséveis pelas sindromes hemorrégi—
cas agudas, rapidamente fatals que se observam principalmen-
te em roedores ou lagomorfos. Estes ant{genos V e W segundo
o autor. presentes em abundancia nos isolamentos primérios
de cepas altamente virulentas. deixam de ser produzidos quan
do o microrganismo e cultivado a 37°C. com a consequente per
da da virulencia.

Segundo GEMSKI et alii (1980b).estes antfgenos \Y
e W sao de constituicao proteica-lipoproteica e embora a
precisa importéncia ou responsabilidade deste complexo na pa
togenese seja ainda obscura. possibilita ao patégeno a  sua
multiplicacao no interior dos macréfagns.

De uma maneira geral, os testes de avaliacao "in
vitro" da virulencia da Yeasinia pseudotubeacudosis bem como
de outras espécies do género recentemente utilizados sao os
seguintes:

Biossintese dos antigenos V e W (LAWTON et alii, 1000; LAW
TON et alii, 1963; CARTER et alii, 1980; GEMSKI et alii.
1080 D).

Calcio Dependéncia (LAWTON et alii, 1963; DOYLE et alii,
1982; KAY et alii, 1983; BOLIN & WOLF-WATZ, 1984;HEESEMANN
et alii, 1984; PRPIC et alii., 1085).

Autoaglutinacao (LAIRD & CAVANAUGH. 1980; KAY et alii, 1983;

KAPPERUD & LASSEN, 1983; KAPPERUD et alii. 1985; PRPIC et
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alii, 1985).

Absorcao de Hemina-Pigmentacao Colonial (JACKSON & BURROWS,
—1956; PRPIC et alii, 1983: PRPIC et alii, 1985 e ROBINS-
BROWN & PRPIC. 198&5).

Hidrofobicidade (PRPIC et alii, 1985).

Isolamento e caracterizacao de Plasmideos (GEMSKI et alii,
1980a; GEMSKI et alii, 1980b; PORTNOY & FALKOW, 1981; FER-
BER & BRUBAKER, 1981; BOLIN et alii, 1982; KAY et alii,
1982: PRPIC et alii, 1983 ¢ PRPIC et alii. 1985).
Morfologia Colonial-temperatura Dependente (KAY et alii.
1983; CHANG et alii. 1984).

Resistencia ao Soro Normal (PAI & DESTEPHANO., 1082; PRPIC
et alii. 1983 ¢ PRPIC et alii. 1985).

Produgab de Proteinas de Membrana Externa e Auxiliares -
OMPs (BOLIN et alii., 1982; BOLIN & WOLF-WATZ. 1984; KAPPE-
TUD et alii. 1985).

Invasibilidade e Aderencia em Cultivos Celulares (BOLIN et
alii. 1982: PAIL & DESTEPHANO. 1982; KAY et alii. 19&83; HE-
ESEMANN et alii, 1984).

Efeito Toxico em Cultivo Celulares (KAY et alii. 1983).
Produqﬁo de Fimbrias Temperatura-Dependentes (MACLAGAN &
OLD. 1980).

Produgao de Enterotoxinas (PAI & MORS, 1978;KAPPERUD.1980;
GEMSKI et alii. 1980b; NUNES & RICCIARDI, 1981; OKAMOTO
et alii., 1981; PAI & DESTEPHANO, 1982; KAY et alii, 1983).
Hemaglutinacao {MACLAGAN & OLD, 1980; KAPPERUD & LASSEN,

1983; KAPPERUD et alii, 1985).

Sao também realizados testes de avaliacao da vi-
rulencia de Yensinia pseudoitubencudosis e demais especies

do genero, utilizando-se animais de laboratorio como camun-
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dongos neonatos. camundongos adultos,cobaios,coelhos, etc...

Nos experimentos com estes animais sao utilizadas as vias

oral. sub-cutanea. intraperitoneal, intrqgéstrica, intra- i-
leal, conjuntival,endovenosa, aerogénica, etc... (CARTER,
1975; PAI & MORS, 1978; RICCIARDI et alii, 1978; MAIR et

alii, 1979; GEMSKI et alii, 1980b; LAIRD & CAVANAUGH, 1980;
KAPPERUD, 1980; NUNES & RICCIARDI, 1981; OKAMOTO et alii,
1981; PAT & DESTEPHANO, 1982; CHANG et alii, 1984; TSUBO-
KURA et alii, 1984).

TSUBOKURA et alii (1984). para avaliar a virulen-
cia das amostras de Yeasinia paeudotubedcuLOALd, utilizaram
camundongos adultos inoculados pela via intraperitoneal. Com
base nos resultados, obtiveram tres grupos de cepas que apre
senta;am diferentes graus de virulencia. O primeiro, ¢ mais
virulento, matou os camundongos provocando lesoes internas.Q
segundo nao matou os camundongos, mas provocou lesoes ma-
croscépicas nos orgaos internos e o terceiro grupo nao ma-
tou nem provaocou lesoes internas.

PRPIC et alii (1983) e PRPIC et alii (1985).
na avaliacao da virulencia, utilizaram camundongos BALB/c,
inoculados pela via intraperitoneal (Teste de letalidade)
e cobaios inoculados no saco conjuntival na avaliacao de capa
cidade invasora das cepas (Teste de invasibilidade).

CHANG et alii (1984), avaliaram o grau de virulen
cia pela capacidade das cepas de provocar & morte ou diar-
reia em camundongos.

BOLIN et alii (1982) e BOLIN & WOLF-WATZ (1984),
utilicaram camundongos albinos suigos, inoculados pela via
oral.

CARTER & COLLINS (1974), usando camundongos, uti-
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lizaram as vias oral (intragéstrica), intraperitoneal e aero
génica nos experimentos com Yezsindia sp., observando que
o desenvolvimento de uma infeccao enterica e dose-dependente.

MAIR et alii (1979), wutilizaram cobaios inocula-
dos via intraperitoneal.

Segundo MOLLARET et alii (1982), a reproduggo ex-
perimental da doenca pode ser realizada por ingestoes repe-
tidas de suspensoes bacterianas, jé que a ingestao de uma u-
nica dose leva geralmente a um estado de portador transito-
rio. Apés 15 dias em media. aparece a diarreia. emagrecimen-
to e morte. A necrépsia, revela adenites mesentericas absce-
dadas e microabscessos branco-grizaceos no figado. baco e
as vezes nos rins e pulmoes. A instilacao conjunvital provo
ca uma conjuntivite purulenta que =ara espontaneamente e con
fere protegéo solida contra uma segunda injegéo, mesmo que
esta seja por via intraperitoneal. Ja a inoculagao sub-cuta-
nea em cobaios provoca a formacao de um abscesso localiza-
do, com ou sem fistulaqao, que evolul para a cura. sem oca-
sionar uma generalizagao do processo.

Denomina-se de Yersiniose a zoonose causada pela
Yonasinia paeudotubenrculosis e Yensinia entenocodiiica (HUB-
BERT, 1972; MAIR, 1975; OBWOLO, 1976a:ACHA & SZYFRES, 1977).

As manifestacoes clinicas desta infeccao no ho-
mem por ambos microrganismos sao similares e ocorrem sob as
formas clinicas de uma %infadenite mesenterica aguda, erite-
ma nodoso, artrites. septicemias e enterites (MAIR. 1975;
BERCOVIER & MOLLARET, 1984).

Porém, denomina-se de Yersiniose pseudotuberculo-
sa a zoonose causada especificamente pela VYeasinia pseudotuber-

cudoais (ACHA & SZYFRES, 1986).
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No que diz respeito as fontes de inFecgao e trans-
missao da Yersiniose psudotuberculosa, ACHA & SZYFRES(1977),
apontam com principal reservatorio deste microrganismo na na
tureza os roedores. Estes animais segundo os autores, se in-
fectam e eliminam o agente pela urina e fezes e a necrépsia
nao se encontram lesces. Os lagomorfos e as aves servem Co-
mo héspedes amplificadores da infeccao. Porem 0S mesmos auto
res na 112 edigéo do livro "Zoonosis y enfermedades transmis
sibles comunes al hombre y a los animales", ampliaram as pos
sibilidades no que diz respeito a fontes de infecg50 e modos
de transmissao. Segundo ACHA & SZYFRES (1986), na epidemiolo
gia desta Yersiniose existem ainda muitos aspectos a eluci-
dar e a enorme gama de espécies de animais e aves que sao na
turalmente susceptiveis a infecgéo, faz supotr que os ani-

mais de uma maneira geral. constituem~S€ no principal reservato-

ric do agente etiolégico- Qutros pesquisadores acreditam
que seja o solo o principal reservatorio. 0O isolamento de
Yensinia poseudotuberculosis sorogrupo 0 Il do solo e aguas

no Extremo Oriente da Uniao Sovietica, parece reforcar esta
hipétese. Porém, segundo os autores, nada impede que tanto
a égua como o solo tenham sido contaminados a partir de fe
zes de animais. 0 modo de transmissao do agente e fecal-oral
e a localizagao da infeccao nos linfonodos mesentericos in-
dicaria que a via digestiva e a porta principal de penetra-
cao da bacteria.

Segundo MOLLARET et alii (1982)e BERCOVIER & MOL

LARET (1984) ., tanto o homem como os animais se infectam
com Yernsinia pseudoiubencudosis pela via oral, atraves do
contato direto com animais doentes, portadores assintoma-

ticos, atraves de alimentos contaminados pela excretas des-
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tes animais e pelos reservatorios teluricos.

Infeccoes pelas vias conjuntivais e pulmonares
tem sido descritas mas sao excepcionais (MAIR, 1975; MOLLA-
RET et alii, 1982).

Infecgaes latentes podem-se tornar manifestas sob
condicoes de stress, tais como as que existem nos meses de
inverno, quando ©0s animais, principalmente os de vida Ilivre
sao expostos ao frio e a fome (MAIR, 1973). A incidencia des
ta doenca infecciosa varia conforme as estacoes do ano, sen
do mais alta durante as mais frias (MAIR. 1075; BERCOVIER &
MOLLARET. 1984). Esta maior incidencia nos meses mais frios
do ano, t ambem se explicaria, segundo BERCOVIER & MOLLARET,
(1984), pelo fato de que mesmo na temperatura de 4°C, Yensi-
nia paeudoitubercudosis se multiplicaria, o que seria conside
rade uma vantagem sobre as outras bacterias.

Segundo BERCOVIER & MOLLARET (1984),Yenainia paeu
dotubeaculqatd e responsével por epizootias em quase todas
as espécies animais, principalmente em roedores. Os animais
sao normalmente contaminados pela via oral e apés uma semana
ou duas de incubaqio, o microrganismo jé e encontrado nos
linfonodos mesentéricos. Os principais sintomas sao de uma a
denite mesenterica e diarréia cronica. A infeccao encaminha-
se a autocura ou a septicemia fatal.O microorganismo e um pa-

rasita intracelular e a necropsia lesoes sao encontradas nas

placas de Peyer., nos linfonodos mesentericos, no bacgo e no
figado.

A doenca.segundo MAIR (1975}, pode ocorrer nas
formas sub-aguda, aguda e cronica. Infelizmente nao ha si-

nais definitivos pelos quais a Yersiniose pseudotuberculosa

possa ser reconhecida, principalmente nos casos isolados.
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Os animais portadores de Yerasinia pgeudoiubescudo
444 que permanecem na criacao, podem perpetuar a infeccgao e
originar novos surtos.

Na Europa Ocidental lebres e cobaios sao os ani-
mais mais frequentemente afetados. Na Franga, Alemanha e Sui
ca, Yersinia pseudoiubencudosis é a maior responsavel pela
morte de 1eporideos do que gqualquer outra causa bacteriana ,
tendo sido isolada em 00% dos casos em algumas areas (MOLLA-
RET et alii, 1982).

Segundo ACHA & SZYFRES (1986), na Europa tem sido
descritos epizootias devastadoras em lebres. Tambem epizoo-
tias tem sido descritas em cobaios, aves silvestres, patos,
pavaes, pombos e canarios.

De uma maneira geral, todas as espécies animais
podem ser afetadas (a exceggo do cavalo e dos bovinos), sob
a forma de casos isolados ou epizootias invernais (MOLLARET
et alii. 1982).

Modo provével de transmissao da Yersiniose pseu-

dotuberculosa. segundo ACHA & SZYFRES (1986):
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Quanto ao aspecto da persisténcia ou viabilidade
da Yensinia poeudotubercudosis no meio ambiente externo, ob-
servacoes de PATERSON & COOK (1963) demonstraram que quan-
do a temperatura ambiente nao ultrapassa os 5°C, o citado mi
crorganismo sobrevive em depésitos fecais sobre as plantas
por muitos dias. Segundo ACHA & SZYFRES (1986}, Yernsindia
paeudotubencudosis pode sobreviver por longo tempo tanto no
solo quanto na agua. Segundo MOLLARET (1963), numerosos pesqui
sadores tem reportado o isolamento de Yernsindia pseudoiubencu
losadis do solo, égua. ar, esterco, forragens e leite. Segun-

’

do o autor, recentes estudos tem demonstrado que a mesma e

altamente resistente a condigoes que seriam consideradas ad-

versas para a maioria das bacterias, sobrevivendo no solo es
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terilizado por 18 meses e no solo nao esterilizado por 11 me
ses.

A doenca tem sido descrita em mamiferos domésti-
cos e silvestres, aves domesticas e silvestres bem como em
repteis (ACHA & SZYFRES, 1986).

Especificamente, quanto a ocorrencia de Yersindia
pseusotubencudosis nos animais silvestres, alguns trabalhos
foram publicados na forma de revisao por MOLLARET (1961),WET
ZLER & HUBBERT (1968), HUBBERT(1972). LANGFORD (1072a), OBWOLO
(1976a). OBWOLO (1970b). BORST et alii (1977). BUHLES et alii (1981).

bEm roedores silvestres (LANGFORD, 1972a; HOFER et
alii, 1979; BUHLES, 1981).

Em cervos (HENDERSON, 1983; HENDERSON & HEMMING-
SEN, 1083; HODGES & CARMAN, 1084).

Em ratos (SCHNEIDER, 1968; ZEN-YOJI et alii,1974).

Em chinchillas (HUBBERT, 1972; LANGFORD, 1972a;
TRENCHI et alii. 19678).

Em lebres (MOLLARET, 1968; SCHNEIDER, 19068; LANG-
FORD, 1972a; MAIR, 1973).

Em leoes. (TASLER et alii, 1979).

Em coelhos (SCHNEIDER, 1968; HUBBERT, 1972).

Em cobaios (SAUTU RIESTRA, 1930; QUEVEDO, 1934;
ECHENIQUE & SOSA DE CARUSO, 1959; PATERSON & COOK, 1963;SCH-
NEIDER, 1968; HUBBERT, 1972; LANGFORD, 1972; WETZLER, 1972;
MAIR et alii, 1975; RUSSEL & SCHILLING, 1976; FUROWICZ et
alii, 1978; MOLLARET et alii, 1982; ROJAS et alii, 1982; NO-
SEDA et alii, 1987; PERFUMO et alii, 1987).

Em caes (YANAGAWA et alii. 1978).

Em gatos (SCHNEIDER, 1968; MAIR, 1975; O'SULLI-

VAN et alii, 1976; OBWOLO & GRUFFYDD-JONES, 1977; YANAGAWA
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et alii, 1978: ALLARD, 1979).

Em macacos (BUHLES, 1981).

Em equideos (MONTEVERDE & ROLDAN BONADEO, 1954 ;
MAIR & ZIFFO, 1974).

Em suinos (HUBBERT, 1972; LANGFORD, 1972a; ZEN-YO
JI et alii. 1974; TSUBOKURA et alii, 1976; BLACKALL, 1977;
MAIR et alii (1979); BARCELLOS et alii, 1980; BARCELLOS et
alii. 1981; WEBER & LEMBKE, 1981).

Em caprinos (MOLLARET & PLACIDI, 1964; SCHNEIDER,
1063: HUBBERT. 1972; CAPUCCI et alii, 1978; JONES. 1982).

Em ovinos (JAMIESON & SOLTYS, 1947; WATSON & HUN-
TER, 1960: MOLLARET & PLACIDI, 1964; MORIN & GSTACH, 1967

HUBBERT, 1972: KARBE & ERICKSON, 1984).

No que se refere a ocorrencia de Yeasinia pseudo-
tuberculosis em bovinos, poucos sao oS casos citados na li-
teratura veterinaria especializada. MOLLARET (1961)
afirmava. baseado na literatura consultada de que ate entao
nao havia comprovacao(com certeza) de sua ocorrencia nua cs-
pécie bovina.

Segundo MOLLARET & PLACIDI (1964), em obras de re
nome como "Traite de Microbiologie" e "Microbiologie Vétéri
naire", os herbivoros em geral, sao considerados refratarios
a infeccao por Yersinia pseudotuberculosdias.

MOLLARET (1968), citou que na Franca, Yernaindia
paeudotubeancudosis jamais foi isolada de bovinos nem de cava
los, apesar de dois jumentos terem apresentado titulos aglu-
tinantes de 1:200 e 1:500.

0 mesmo autor, Jjuntamente com colaboradores. rea-
firmam posteriormente, que a doenca no mundo ocorre nos

herbivoros de uma maneira geral a excecao dos bovinos e do ca
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valo (MOLLARET et alii, 1982).

Em trabalhovde revisao sobre a ocorrencia de Ueﬁ
gindia pseudoiubercudosis nos animais domesticos e silves-
tres, ROJAS et alii (1985), nao incluem os bovinos como ani-
mais Susceptiveis a infecggo pelo microrganismo citado.

Porem, anteriormente, também em trabalho de revi-
sao, OBWOLO (1976b) cita duas referencias do microrganismo
na espécie bovina. Ambas referencias sio citadas e analisa-
das individualmente em maior profundidade, posteriormente.

Por terem metodologias de isolamento semelhantes
(MOLLARET et alii. 1982), em muitos trabalhos cenvolvendo
bovinos. foram pesquisados concomitantemente tanto Yezsindia
pseudvtubencudosis quanto Yersinia enterocoditica (ZEN-YOJI
et alii., 1974; FUROWICZ et alii, 1975; CABASSI et alii,1976;
FUROWICZ et alii. 1977; BATRA (1979) apud BEHRAet alii (1984):
WEBER & LEMBKE. 1981: WARTH et alii. 1984: FERREIRA et alii.l985).

Outros pesquisadores, procurando avaliar especi-
ficamente a presenca de Yezsinia entervcoditica na especie
bovina (AHVONEN et alii, 1973; ESSEVELD & GOUDZWAARD, 19073;
INOUE & KUROSE. 1975; LEISTNER et alii, 1975; HUGHES. 1670
WOOLEY et alii, 1980; HAWARI et alii, 1981; ZAMORA et alii,
1981; QUARTO et alii, 1982; DAVEY et alii, 1983; FUKUSHIMA
et alii, 1983; BREWER & CORBEL, 1083; FEINHAKEN et alii.1984;
PANEBIANCO et alii, 1984), isolaram Yeasinia paeudvituberncu-
losia {BREWER & CORBEL, 1983; FUKUSHIMA et alii, 1983), ou
outras especies do genero {(FUKUSHIMA et alii, 1983; DAVEY
et alii. 1983).

Na analise individual de cada trabalho publica-
do relacionando Yeasinia pseudotubenculosis a espécie bovina

encontramos as seguintes referencias.
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Na Argentina, QUEVEDO (1934) isolou o Bacido
paeudotubenrcudosis rodentium dos orgaos de um cobaio que
havia sido previamente inoculado com uma suspensao de frag
mentos de baco e estomago de um feto bovino abortado, cuja
mae apresentava aglutininas contra Baucedda aboaius. 0 co-
baio morreu no quarto dia da inoculacao intraperitoneal, a-

presentando a necrépsia, lesoes de uma peritonite fibrinosa.

No mesmo pais, FUROWICZ et alii (1975),objetivan-
do o isolamento de Yeraindia pseudotubencudosis e Yenasindia
eniervcoditica. examinaram o figado e baco provenientes de 5
terneiros. 24 vacas, 15 ovelhas, 1 suino, 14 galinhas. 9 nu-
trias e 4 coelhos. perfazendo um total de 72 animais. Nao
lograram exito no isolamento dos citados microrganismos.

Tambem na Argentina, FUROWICZ et alii (1977), se-
guindo a mesma linha anterior de pesquisa, examinaram mate-
riais procedentes de 337 animais de diversas espécies. En-
tre estas amostras haviam 27 figados e bacos de bezerros a-
lem de 23 fetos bovinos. Também nesta pesquisa nao houve i-
solamento dos citados microrganismos.

No mesmo pais. PUEYO et alii (1987). realizaram u

ma pesquisa em 85 novilhos. com idades variando entre & e
10 meses. que apresentavam deficiente estado nut ricional.
Dentre estes. um apresentou quadro diarreico, revelando a

necropsia. parasitose gastrointestinal, alem de lesoes de se
vera enterite. Do exame bacteriologico da mucosa intestinal,
. I3 - - -

isolou-se Yerainia pseudotubercudosis pertencente ao 3000 -
gruro O (LI, em cultura pura. Os autores chamam a atencao a
este caso pouco frequente de enterite purulenta por Yeasindia pseu-

dotubencudosis em bovinos.

Na Gra-Bretanha. MAIR & HARBOURNE (1963) relataram
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o isolamento de Pasteurnedla paeudotubencudosis pertencente
ao sorogrupo 0I, sub-grupo A, do conteudo estomacal de um fe
to bovino de aproximadamente seis meses de idade. sem lesoes
aparentes. Neste caso @& vaca, apresentava anticorpos contra o
referido microrganismo. Os autores citam que na literatura
consultada encontraram apenas duas referencias da ocorrencia
deste microrganismo nesta espécie animal.

No mesmo pais anterior, MAIR (1965), sorotipou
177 cepas de Yensinda paeudoiubeacudoasls, recebidas durante
o periodo de 1961 a 1964. Destas, 169 foram isoladas de ani-
mais domésticos, silvestres e de laboratorio. Cin

guenta e tres cepas provieram de animais de fazenda ou de es

timacao e entre estas, apenas 2 foram isoladas de bovinos.Am
bas pertenciam ao sorogrupo 0 I, sub-grupo A.

Também na Gra-Bretanha, BREWER & CORBEL (1983), u
tilizando criocenriquecimento a 4OC durante 21 dias, examina-
ram a nivel de matadouro, 576 contetdos fecais e 226 frag-
mentos de orgaos bovinos. com objetivo de isolar Yensindia
entervcoditica. Foram isoladas 5 cepas de Yeasindia entenvco-
{itica de conteudos fecais e 1 cepa de Yersinia pseudotuben
cudosis de um linfonodo. Os autores citam ainda que recebe-~
ram de um centro de investigagéo veterinaria uma cepa de
Yensinia enterocodiiica isolada do conteudo estomacal de um
feto bovino abortado. Chamam atencao ainda, tendo em vista
a literatura consultada, para o pequeno numero de isolamen-
tos de Yersinia enterocoditica e demais especies do género,a

partir de amostras bovinas associadas ou nao a doencgas.

No mesmo pais, WALLS & LEVETT (1988), wutilizando

metodologia seletiva (crioenriquecimento e meios com anti-
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bioticos), pesquisaram Yersinia sp. em 57 amostras fecais
pertencentes a vacas leiteiras. Foram isoladas 23 cepas de
Yernsindia eniedocolitica, duas cepas de Yenainia frederihr-
senii e uma cepa de Yeasindia intermedia.

No Japao ZEN-YOJI et alii (1974), investigaram a
presenca de Yeaasinia entenocodiiica e Yensinic pseudotubencu
losis em 200 conteudos cecais e em 197 linfonodos mesentéri-
cos de bovinos sadios, a nivel de matadouro. Nao obtiveram
exito no isolamento dos citados microrganismos apesar do uso
de teécnica de cricenriquecimento.

Em outro trabalho no Japao, FUKUSHIMA et alii
(1983), procurando determinar se os isolamentos de Yexsinia
enterocoditica e Yersinia intewmedia a partir de leite cru eram
devidas a vacas portadoras e se suas fezes poderiam ser fon-
te de tais contaminacgoes no leite, examinaram 618 amostras
de fezes colhidas diretamente do reto de vacas leiteiras, per
tencentes a 87 estabelecimentos rurais . Obtiveram iso-
lamento de gquatro cepas de Yensindia entervcoditica; sete
cepas de Yensinia khaistensenii e uma cepa de Yeasindia
paeudotubercudosis sorogrupo 0 II, sub-grupo B. Segundo os
autores foi o primeiro isolamento desta ultima especie bac-
teriana em bovinos no pais- tendo em vista a literatura consultada.

TSUBOKURA et alii (1984), realizaram um trabalho
de sorotipagem em 197 cepas isoladas no Japao e 28 isoladas
na Europa. Estas cepas eram de origem humana e de 12 dife-
rentes espécies animais. Nenhuma cepa fora isolada de bovi-
nos.

Nos Estados Unidos, WETZLER & HUBBERT (1968). re-
latando as inumeras cepas de Pasteunedda paeudoiuberculosins

isoladas de mamiferos na America do Norte citaram o isolamen-
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to de uma delas, procedente de uma vaca doente. Nao descre-
vem de que material foi isolada, porém ressaltam que esta ce
pa pertencente ao sorogrupo O III, apresentou reacoes bioqui
micas fermentaveis atipicas, destacando-se por isto das de-
mais.

Ainda nos Estados Unidos, no Estado do Maine,HUB-
BERT (1672) relatou o isolamento de Yersinia paeudotubercudo-
4L4 sorogrupo 0 III do pulmao de um bezerro de tres meses de
idade que morreu apés pneumconia e enterite com uma semana
de duragéo.

No Canada. LANGFORD (1969) descreveu o isolamen-
to de Pasteurnella pseudoiubenculosis em trés ocasioes distintas.
No primeiro caso, referia-se ao isolamento do microrganismo
do Figado e estomago de um feto que tinha sido abortado aos
seis meses de gestacao. O segundo. referia-se ao isolamento
a partir do tecido placentério necrosado de uma vaca que a-
bortou e no terceiro caso, de um pulméo pneumanico de um be-
zerrao.

Na Russia, ULYANOVA (1961), com o objetivo de pes
quisar Yenrsinia pseudotubencudosis na regiao de Leningrado
nos anos de 1955 a 1959, examinou bacteriologicamente 20.000
roedores, bem como carrapatos retirados de bovinos. Foram i-
soladas 37 cepas do referido microrganismo, sendo que tres
delas isoladas de carrapatos do genero JIxodes adicinus. 0 es-
tado de saude dos animais nao € mencionado no trabalho.

Na Suica. MESSERLI (1972) isolou Yersinia paeudo-
tubencudosis sorogrupo 0 II, de um caso de mastite bovina,
afetando todos os quartos mamarios. Apesar do tratamento com
antibioticos eficazes "in vitro", a mastite persistiu, com e

" liminacao do microrganismo pelo leite. O animal foi sacrifi-
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cado e a necrépsia, as alteracoes registradas restringiram -
se ao ubere. Dos tecidos aparentemente sadios, foi poss{vel
isolar o microrganismo em cultura pura. O autor supSe que a
infeccao tenha sido contraida pelo ubere.

Na Bulgéria, GELEV (1975) isolou dois microrga
nismos causadores de aborto bovinec, sendo que um deles, com
caracteristicas bioquimicas muito préximas as da Yenasindia
paeudotubencudvsis . Foi comprovada a patogenicidade deste
microrganismo em cobaias. coelhas e ovelhas, observando-se
tropismo pelo Utero e ovarios.

Na Italia, CABASSI et alii {(1976) examinaram
250 amostras fecals bovinas e 254 linfonodos cecais. provin-
das de animais da regiao ou colhidas em matadouro, com obje-
tivo de isolar Yeasinia pseudotubenculosis e Yernsinia enteno
coditica. Uma amostra de Yensinia pseudotuberculosis soro-
grupo O 1. foi isoclada de um linfonodo.

Na Nigeria. KWAGA et alii (1986), realizaram um
estudo sobre a sensibilidade aos agentes antimicrobianos, a-
presentada pelas cepas de Yessinia sp. isoladas de bovinos e
suinos. De 14 cepas testadas, 8 foram isoladas de bovinos.Es
tas cepas pertenciam as especies Yeasindia eniterocoditica (6
cepas), Yersinia intearmedia(l cepa) e Yersindia frnedenikse-
nii (1 cepa). Nenhuma cepa pertencia a espécie Yersindia pseu
dotubencudlosis.

Na Alemanha Ocidental, STEPHAN (1946), se refe-
riu ao uso de uma cepa de Pasteuredda pseudoiubenrculosis isola
da de uma vaca, utilizada como antigeno em reacgoes sorologi-
cas.

No mesmo pais, GRABER & KNAPP (1955), investi-

gando um caso de linfadenite mesenterica causada por Pasteu-
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nedda pseudotubercudosis em um fazendeiro, encontraram evi-
dencias sorolégicas desta infeccao em uma vaca da proprieda-
de deste homem, recentemente curada de uma infeccao purulen-
ta no ubere.

KNAPP (1959), apos exaustiva monografia
referente a Paditeunelda pseudoitubercudosis envolvendo mul-
tiplos aspectos a respeito,citou uma referencia de isolamen-
to do referido microrganismo em bovino, realizado por MAZZI-
NI (1897).

Ainda na Alemanha Ocidental, WEBER & LEMBKE
(1981), realizaram pesquisa em 031 amostras fecais suinas e
em 301 amostras fecais bovinas. coletadas a nivel de matadou
ro, com objetivo de isolar sorogrupos de Yersinia enieaocol£
tica e Yensinia pseudotubencudlosis patogenicas ac homem. I-
solaram 24 cepas de Yeasinia enierocodiitica e § cepas de Yex
sinia pseudotubencudosis a partir das amostras suinas. Dos
espécies fecais bovinos nao foram isolados os referidos mi-

crorganismos, apesar das tecnicas de crioenriquecimento uti-

lizadas.

No mesmo pais, WEBER (1988), sorotipou 227 ce-
pas de Yensinia pseudotubenculosis, isoladas entre 1976 e
1987. Cento e cinquenta destas cepas de mamiferos,eg

tre os quais suinos, ovinos, coelhos e gatos. Nenhuma cepa
foi isolada de bovinos.

Na Repdblica Democratica Alema, denominada de A
lemanha Oriental, DEE (1985), relatou que de 2855 (dois mil,
oitocentos e cinquenta e cinco) fetos bovinos abortados e
envoltorios fetais examinados bacteriologicamente, entre
1976 a 1985, em tres, isolou-se Yersindia pseudotubercudosdias.

Dois isolamentos em cultive direto e o terceiro apos crioen
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riquecimento a 4OC, durante 2 semanas. Os achados de necrop-
sia variaram de caso a caso. No primeiro constataram uma
dilatacao intestinal, com um aumento do volume dos linfono-~
dos mesentéricos. No segundo enterite catarral, peritonite
fibrinosa com hepatomegalia e mﬁltiplos abscessos no Figado.
No terceiro caso nao foram constatadas alteracoes percepti—
velis.

Na India, BATRA (1979) apud BEHRA et alii (1984),
com o objetivo de pesquisar Yeasinia sp. associada a distur-
bios gastrointestinais. examinou 226 amostras de fezes bovi-
nas de animais adultos e jovens, com e sem diarréia, nao ob-
tendo exito nos isolamentos.

No mesmo pais, BEHRA et alii (1984) isolaram
Yernsainia pseudotubenculosdis sorogrupo 0 III dos conteludos
abomasal e intestinal de seis bezerros da espécie bubalina.
com idade entre 6 e 9 meses. Os animais morreram durante os
meses de inverno, apés uma semana de adoentados, apresen-
do neste periodo, sintomas de diarreia intermitente, apatia,
depressao seguida de excitagéo nervosa, respiracao acelera-
da, pulso e temperatura elevades. Os exames bacteriologicos
foram realizados sem previo criocenriquecimento.

Na Nova Zelandia, HODGES et alii (1984), reali-
zaram a identificacao sorologica de 234 cepas de Yernasinia
paeudotuberculosis isoladas de animais domésticos e silves-
tres, com problemas clinicos. Destas, 56 cepas tinham sido
isoladas de bovinos, sendo que 51 pertenciam ao sorogrupo
0 IIT, 4 ao sorogrupo 0 I e 1 pertencente so sorogrupo 0 II.

No mesmo pais. HODGES & CARMAN (1985), examina-
ram 509 amostras fecais bovinas de animais aparentemente

sadios. com idades variando de 8 a 13 meses pertencentes a
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50 estabelecimentos rurais. As amostras foram colhidas nos
meses de inverno, diretamente do reto destes animais, obten-
do-se isolamento de 134 (26,32%) cepas de Yeasinia pseudoitu-
beaculosis, Cento e vinte cinco delas {(93,2%) pertenciam ao
sorogrupo O III, seis amostras (4,47%) pertenciam ao soro-
grupo 0 I e tres (2,23%) ao sorogrupo 0 II. Segundo os auto-
res, deve-se ter prudéncia na interpretagao de tais isolamen
tos das fezes, caso nao venham acompanhados de sintomatolo-
gia diarreica. Citam ainda que de 1983 a 1984, ocorreram
251 isolamentos de Yersinia pgeudotudbeacudosis em bovinos e
nos 10 anos anteriores a 1983, apenas 59. 0Os autores nao sa-
bem dizer se este aumento do numero de isolamentos, se deve
a melhoria do diagnéstico bacteriologico ou se realmente es-
ta ocorrendo uma maior incidencia deste microrganismo nesta
espécie animal.

Também na Nova Zelandia, BULLIANS (1987) reali-
zou pesquisa de Yersindia sp. em 330 amostras de conteudo re-
tal de vacas e em 66 amostras de cordeiros. Das amostras bo-
vinas foram isoladas uma cepa de Yersinia paeudotubercudo-
444 e uma cepa de yeiainta inteameddia,

Na Australia, CALLINAN et alii (1988) descreveram
uma sindrome de diarreia e morte em bovinos, associada a yef
adinia pseudoiubencudvsis pertencente ao sorogrupo 0 IIL. Fo-
ram examinadas 20 amostras de intestino delgado, 12 amostras
de intestinto grosso, 9 linfonodos mesentericos, 6 pulmoes ,
11 figados, 6 rins e 4 bagos pertencentes a 22 animais afeta
dos. Isolou-se o microrganismo em 17 amostras de intestino
delgado (85%). 10 amostras de intestino grosso (83%) 4 amos-
tras de linfonodos mesentéricos (44%), | amostra de pulmao

(17%) e em 1 amostra de figado (9%), perfazendo um total de
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33 cepas isoladas. Os surtos ocorreram durante os meses de
inverno e inicio de primavera. Os autores sugerem,face aos a
chados bacteriologicos, que Yeasinia psaeudotubenculosis seja
importante agente na patogenese desta sindrome de enterocoli
te bovina.

Também na Australia, SLEE et alii (1988), uti-
lizando meios seletivos para Yessinia sp., realizaram pesqui
sa de Yeasinia pseudoitubenculosis em 2639 amostras bovinas
{fezes. contetdos intestinais, sangue, fragmentos de orgéosl
Destas. 222 (8.4%) mostraram-se positivas para o microrga-
nismoc . As 103 cepas caracterizadas pertenciam ao soro-
grupo 0 III. Os autores chamam a atengéo para o fato de cque
este sorogrupo parece ocorrer mais frequentemente afetando
ruminantes.

No mesmo pais, JERRET & SLEE (1989) isolaram
Yensinia paeudotubenculosis associada a abortos bovinos no
terco final de gestacao, provocando lesces semelhantes as cau
sadas pela Brucedda abortus. 0 microrganismo foi isolado do
feto ou dos envoltorios fetais em cultura pura, e uma ce
pa pettencia ao sorogrupo O III. Os autores chamam a aten-
950 para o fato de que este microrganismo esta mais associa-
do a problemas entericos nesta espécie animal podendo no en
tanto causar problemas abortivos.

No Brasil, segundo dados do Centro Nacional de
Referencia de Yersinia fornecidos por FALCAO (1981), Yerasi-
nia pseudotubencudosis foi pouca vezes isolada com certeza.
Segundo a autora. em trabalho de revisao sobre a presenca
de Yersinia enterocoditica e Yeraindia preudotuberculdosdis, na
America Latina, entre 1968 a julho de 1980, foram caracteri-

zadas apenas duas cepas do referido microrganismo, isola-
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das por HOFER et alii (1979) do figado de uma prea e por BAR
CELLOS & PESTANA DE CASTRO (1981) a partir de fezes diarrei-
cas suinas.

No Estado do Parana, OLIVEIRA et alii (1983), i-
solaram a partir de orgaos de bufalo f(Bubadlus bubalias), Yen-
sinia pseudotubencudosis sorogrupe O I11. Os orgaos dos quais
isolou-se o citado microrganismo foram triturados de figado.
baco e contetdo intestinal, em cultivo direto, sem previo
enriquecimento. Apesar de nao mencionado no trabalho. segun
do dados da Secretaria da Agricultura, estes animails apresen
tavam diarreia profusa como sintomatologia principal, alem
da ocorrencia de mortes subitas.

No mesmo Estado. WARTH et alii (1984), isola-
ram a partir de orgéos {intestinos. figado e abomaso) bem co
mo de amostras fecais bovinas procedentes de animais com
sintomatologia diarreica Yeasinia pseudotubencudosis soro-
grupo 0 I1II. Os animais pertenciam a racga Nelore, de cria-
coes extensivas.

No mesmo Estado do Parana, SUZUMURA (1984) des-
creveu a ocorrencia de um surto de diarreia bovina atingin-
do 170 animais, dos quais 61 vieram a obito apresentando ta
xas de mortalidade de 35,8%. Os animais apresentavam sin
tomatologia diarréica, anorexia, febre alta, além de outros
sintomas. Foram realizados exames bacteriolégicos em 10 amos
tras fecais, obtendo-se o isolamento de Yers.inda pAQudotubef
culosis sorogrupo 0 III, de todas elas. O surto ocorreu nos
meses de agosto e setembro, atingindo os animais jovens com
idades acima de um ano numa proporcao de 92%.

Ainda no Estado do Parana, SARIDAKIS et alii

(1988) descreveram o isolamento de Yersinia pseudotubercudosis

sorogrupo 0 III em tres casos distintos de diarreia bovina.
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Neste experimento foram realizados exames bacteriologicos em
144 animais com diarreia e em 52 animais sadios. A idade dos a-
nimais variou de 9 dias a 12 meses de idade.

No mesmo Estado. vale mencionar o isolamen-

~

to de uma cepa de Yensdindia enterocoditica, pertencente ao

sorogrupo 0 III, biotipo 4, fagotipo IXa, também procedente
de casos de diarréia bovina por WARTH et alii (1985). Tal fa
gotipo, segundo dados do Centro Nacional de Referencia de Yen
adindia, e t{pico da Africa do Sul onde causa deenca humana,
sendo pela primeira vez isolado em nosso pais.

Em outro trabalho similar ao anterior jé cita-
do, abrangendo metade do ano de 1980 ate 1985, FALCAO(1987)
relatou que de 417 cepas pertencentes ao género Yensinic iso-
ladas no Brasil oriundas de diversas fontes e sorotipadas
no Centro Nacional' de Referencia de Yersinia, 33 foram pro-
venientes de animais. sendo que 27 delas, identificadas como
Yensindia pseudoitubencudosis. Estas cepas, foram isoladas por

WARTH et alii (1984) a partir de fezes ou fragmentos de or-

gaos de bovinos que pereceram com sintomatologia diarreica,
com 24 cepas isoladas e FERREIRA et alii (1985), com 3 cepas
isoladas, todas provindas no Estado do Parana.

No Rio Grande do Sui, RIET-CORREA et alii (1990)
descreveram a ocorrencia de tres surtos de diarreia em bufa-
los, durante os meses de inverno, nos anos de 1084 a 1987.0s
exames bacteriolégicos dos linfonocdos mesentéricos, revela-
ram em cultura pura Yezsindia paeudoituberculosis. As soroti-
pagens das cepas isoladas realizadas no Centro Nacional de
Referencias de Yeasinia , revelaram pertencerem ao sorogrupo
0I, que segundo os autores, nao tinha sido isolado de bufa-

los ate entao no Brasil.



3. MATERIAL E METODOS

32.1. MATERIAL ANALISADO

3.1.1. Amostras de fezes
Nos anos de 1987 e 1988, foram examinadas quanto
a presenca de Yensinia peeudoiubencudosts, 220 amostras de
fezes, oriundas de 220 bovinos., acometidos de diarreia, per-
tencentes a 91 propriedades distintas, localizadas no Estado

do Parana.

3.1.2. Amostras de conteudos intestinais

Nos anos de 1987 e 1988, foram examinadas quanto a pre
senca de Yensinia pseudotubercudosis, 56 amostras de conten-
dos de intestino grosso e 00 amostras de conteudo de intesti
no delgado, oriundas de 89 bovinos que pereceram com sintoma
tologia diarreica, pertencentes a 89 propriedades distintas,

localizadas no Estado do Parané.

3.2. MATERIAL DE LABORATORIO

3.2.1. Meios de Cultura. Reagemtes e Solugaes

3.2.1.1. Base de Agar Sangue e Triptose DIFCQ

0232
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Triptose ....ioviiniian.. et vee... 100 g
Extrato de carne ......coui ittt intnnnnnenns 3.0 g
Cloreto de SOGI0 «verneene e e neennnnn.. 5.0 g
FR = 15.0 g
Preparo: Foram dissolvidas 33 gramas do meio "Bacto Tryptose

Blood Agar Base". (DIFCO. 1984) desidratado em 1000 ml de agua
destilada. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se
ate o ponto de ebulicao. agitando frequentemente ate a comple-
ta dissoiugéo. Ajustava-se o pH para 7.2 e esterilizava-se em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. O meio ja esterilizado
fol resfriado a temperatura de 45—SOOC e adiclionava-se 50 ml
de sangue ovino desfibrinado. Apos a homogenizacao. evitando
a formacao de bolhas de ar.foram distribuidos volumes de apro-
xlmadameﬁte 12 ml em placas de Petri de 15 x 100 mm. Apos o

. . . . O
resfriamento. 0s meios eram mantidos em geladeira a 4 C.

3.2.1.2. Agar MacConkey DIFCO 0075
Peptona ...ttt 17.0 g
Proteose peptona ........c.cciuiiiinina.. 3.0 g
Lactose ..... ettt e e e 10.0 g
Sais biliares . ...ttt 1.5 g
Cloreto de SOdio «veereenmmnnneeennnnn. 5.0 g
Vermelho Neutro ....... et et e e e 0.03 g
Cristal Violeta .o.uiiieme i ennn . 0.001 g
N = = ¥ T 13,5 g

Preparo: Foram dissolvidas 50 gramas do meio "Bacto MacConkey
Agar" . (DIFCO. 1984) desidrado em 1000 ml de agua destilada. Dei-

xava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aguecia-se ate o ponto de ebu-
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licao. agitando frequentemente ate a completa dissolucao. A~
justava-se o pH para 7.1 e esteriliza-se em autoclave a 121°C
durante 15 minutos. O meio foi resfriado ate a temperatura de
45—500C e distribuido volumes de aproximadamente 12 ml em pla-
cas de Petri de 15 x 100 mm. Apés o resfriamento., os meios e-

. . o]
ram mantidos em geladeira a 4 C.

3.2.1.3. Caldo de Infusao Cerebro e Coragso

DIFCO 0037
Infusao de cerebro e COragao ............ 200.0 g
Infusao de coracao de boi ............... 250.0 g
Proteose peptona .......c.c.eiiiiiannnan. 10.0 g
[ Y o o o 1= = e 2.0 g
Cloreto de SOdio «..uuuiureeenenennn e 5.0 g
FOSFALtO SOAICO v verurnneenenenanonneenn. 2.5 g

Preparo: Foram dissolvidas 37 gramas do meié "Bacto Brain Heart
Infusion'. (DIFCO. 1984) desidratado em 1000 ml de égua desti-
lada. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se ate o
ponto de ebulicao. agitando frequentemente ate a sua completa
dissolucao. Ajustava-se o pH para 7.4 e distribuia-se a solu-
cac em volumes de 10 ml em tubos de ensaio 13 x 100 mm. Este-
riliza-se em autoclave a 121°C durante 15 minutos e apos o res

. . . . o
friamento. os meios eram mantidos em geladeira a 4 C.

3.2.1.4. Agar com Tres Acucares e Ferro

DIFCO 0265
Extrato de Carne . ...oaeeeeeeieeneeneeeen 3.0 g
Extrato de levedura .......coiievieena. 3.0 g
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Proteose e peptona ........ ... 5.0 g
Lactose ..ttt i it e e 10.0 g
Sacarose ...... e e e e e 10.0 g
Dextrose ...ttt ittt atis it 1.0 g
SULFato FerroSO ...t en ittt ineernenens 0.2 g
Cloreto de SOdi0 «eeeueeereeernnneneeannnns 5.0 g
Tiosulfato de SOdio . eueeeeneneneeeennennn 0.3 g
Vermelho de Fenol ............... ... .. ... 0.024 g
Agar .o T AN O
Preparo: Foram dissolvidas 65 gramas do meio "Bacto Triple

Sugar Iron Agar". (DIFCO. 1984) desidratado em 1000 ml de agua
destilada. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-
se ate o ponto de ebuligéo. agitando frequentemente ate a com-
pleta dissolucao. Ajustava-se o pH para 7.4 e distribuia-se a
solugéo em volumes de 5 ml em tubos de ensaio de 13 x 100 mm.
Esterilizava-se em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Res-
friava-se os tubos. em posicao inclinada. de modo que o meio
no fundo do tubo, alcancasse uma profundidade de 1.5 a 2 cm
e formasse na superficie uma base inclinada. Apéso resfriamen-

. . . o
to. os meios eram mantidos em geladeira a 4 C.

3.2.1.5. Agar Ureia de Christensen MERCK 8492

Meio Base

Peptona de carne .......coiueiiiieennnennn 1.0 g
D (+) GliCOSE vt tenensocnnonesanseansns . 1.0 g
CLOreto de SO0 «vueenereeeeennnanrnnennn 5.0 g
Potassio dihidrogenofosfato .............. 2.0 g
Vermelho de Fenol .............. .. 0.012 g
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Aditivo:
Ureia ..... e e s e 20,0 g
Preparo: Foram dissolvidas 21 gramas do meio base "Agar Ureia

de Christensen". (MERCK. 1982) desidratado em 1000 ml de agua
destilada. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se
ate o ponto de ebuligéo. agitando frequentemente ate a comple-
ta dissolucao. Ajustava-se o pH para 6.8 e esterilizava-se em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. 0 meio base era resfria-
do ate 450C e incorporava-se no mesmo 50 ml de soluqéo (esteri
lizada por filtracao) de ureia a 40%. Distribuia-se a solu-
cao em volumes de 5 ml em tubos de ensaio de 13 x 100 mm e ves

friava-se os mesmos em posicao inclinada. Os meios eram manti-

dos em geladeira a 4OC.

3.2.1.6. Meio de SIM (st, Indol. Mot.ilidade)

DIFCO 0271
Extrato de Carne .........uoeeneeieeeennannns 3.0 g
Peptona ........... e e e e e e e 30.0 g
Ferro peptonizado ............ ... 0.2 g
Tiosulfato de SOdio «vueeeeeeensnnnennnnn. 0.025 g
= T . 3.0 g
Preparo: Foram dissolvidas 36 gramas do meio "Bacto SIM Me -

dium". (DIFCO. 1984) desidratado em 1000 ml de égua destilada.
Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se ate o pon-
to de ebulicao. agitando frequentemente. ate a completa disso-
lucao. Ajustava-se o pH para 7.3 e distribuia-se a solugéo em
tubos de ensaio a uma altura de aproximadamente 4 c¢cm. Esterili
zava-se em autoclave a 121°C durante 15 minutos e deixava - se
solidificar mantendo-os em posigéo vertical. Apos o resfriamen

to. os meios eram mantidos em geladeira a 4°cC.
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3.2.1.7. Caldo base de ensaio de Ornitina des-—
carboxilase MERCK 6034

Meio Base

Peptona de Carne ........c.uoeiiuiinncannnnas 5.0 g

Extrato de levedura ........coiiiiiiueanas. 3.0 g

D (+) GliCOSE ittt tininiesenorononesenns 1.0 g

Purpura de bromocresol ............0iiinn- 0,016 g

Aditivo:

L-ornitina monocloridrato ............... 5.0 g
Preparo: Foram dissolvidas 9 gramas do meio base "Caldo Base
de ensaio de Ornitina descarboxilase”. (MERCK, 1982)desidrata-

do em 1000 ml de agua destilada. Deixava-se hidratar por 5 a
10 minutos e ajustava-se o pH em 6.8. Aquecia-se ate o pont.o
de ebuligéo. agitando frequentemente ate completa dissolucao.A
base era entao dividida em duas porgaés tgauis: numa adiciona-
va-se L-ornitina monocloridrato a 0.5%. enquanto a outra por-
cao era utilizada como controle. O meio era distribuido em tu-
bos de 13 x 100 mm em volumes de 5 ml. adicionava-se vaselina
esteril e autoclavado a 121°¢ por 10 minutos. Os mesios eram

. o .
mantidos a 4 C na geladeira.

3.2.1.8. Caldo Base de KCN. seg. Moller

MERCK 5412
Proteose peptona ...eeesettonsitonaseens 3,0 g
Potassio dihidrogenofosfato ............ 0.225 g
Disodio hidrogenofosfato ..... e 5.640 g
Cloreto de SOAio «eveeeeeeeesneneeennnnn 5.0 g
Aditivo:
Cianeto de potéssio .................... 0,075 g

pH apos esterilizacao: 7.6
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Preparo: Foram dissolvidas 13.8 gramas do meio "Caldo de KCN",
(MERCK, 1982) desidratado em 1000 ml de agua destilada. Deixa-
va-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquec.ia-se ate o ponto de
ebulicao. agitando frequentemente ate a completa dissoluqéo.Eé
terilizava-se em autoclave a 121°C durante 15 minutos e apés
o completo resfriamento. adicionava-se 15 ml de uma solucao de
KCN a 0.5% (0.5 gramas de KCN em 100 ml de agua destilada esté
ril). Distribuia-se assepticamente a solucao em volumes de
4 ml em tubos de ensaio de 13 x 100 mm esterilizados e cobria-
se o meio de cultivo com parafina liquida espessa. de modo a
formar um tampao de aproximadamente 5 mm de altura. Os meios

. . o
eram mantidos em geladeira a 4 C.

3-2.1.9. Agar Femilalanima DIFCO G745
Extrato de levedura ........ccieiuerene... 3.0 g
Fosfato dipotasSSiCo ..eeeveeeeneeeennenn. 1.0 g
Cloreto de SOAio «veuvuueeennnmaneeenennn. 2.0 g
DL~Phenyvlalanina .......c. v ennn. 2.0 g
Y= U 12.0 g

Preparo: Foram dissolvidas 23 gramas do meio "Bacto Phenylala-
nina Agar". (DIFCO. 1984) desidratado em 1000 ml de égua dest i
lada. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se ate
o ponto de ebulicao. agitando frequentemente ate a completa
dissolucao. Ajustava-se o pH para 7.3 e distribuia-se a solu-
¢ao em volumes de 5 ml em tubos de ensaio de 13 x 100 mm. Este
rilizava-se em autoclave a 121°C durante 15 minutos e resfria-
va-se os tubos na posicao inclinada ate a solidificacao. Os

. . . o
meios eram mantidos em geladeira a 4 C.
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3.2.1.10. Agar Citrato de SIMMONS MERCK 2501

Amonio dehidrogenofosfato .............. 1.0 g
Di-Potassio hidrogenofosfato ........... 1.0 g
Cloreto de sodio ........ e 5.0 g
Citrato de SO04i0 «vuveeenvnen.. e .. 5.0 g
Sulfato de Magnesio ............ P e 0.2 g
Azul de bromotimol ..................... 0.08 g
- B 12.00 g

Preparo: Foram dissolvidas 22 gramas do meio Agar Citrato.seg.
SIMMONS . (MERCK. 1982) desidratade em 1000 ml de agua destila
da. Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se ate o
ponto de ebulicao. agitando frequentemente ate a completa dis-
solugéo. Ajustava-se o pH para 6.9 e distribuia-se a solugao
em volumes de 5 ml em tubos de ensaio de f3 x loo mm. Esterili
zava-se em autoclave a 121°C durante 15 minutos e resfriava-se
os tubos na posicao inclinada ate a solidificagao do agar. O0s

- . . O
meios eram mant idos em geladeirva a 4 °C.

3.2.1.11. Caldo Vermelho de Fencl MERCK 10987

Meio Base

Peptona de caseina ................ .. .. ..., 5.0 g
Peptona de CArne . .... ..t iiiienn.. 5.0 g
Cloreto de 50dio ........ e e e v 5,0 g
Vermelho de Fenol .............. ... o... 0.018 g
Aditivo:

Carbohidrato desejado ..., 10.0 g

Preparo: Foram dissolvidas 15 gramas do meio base "Caldo Verme

melho de Fenol". (MERCK. 1082) em 1000 ml de agua destilada. Deixava-se
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hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se ate o ponto de ebuli
géo. agitando frequentemente ate a completa dissolugao. Ajus-
tava-se o pH para 7.4. O meio era. em seguida. divivido em por
gaes de 45 ml e esterilizade a 121°C por 15 minutos. Paralela-
mente. eram preparadas solugaes aquosas a 0% dos carboidratos
a serem utilizados (glicose, lactose. sacarose. cellobiose.sor
bose. sorbitol. rhmanose., melibiose e amidalina. as quais eram
esterilizadas por Filtracao em filtro Seitz. Posteriormente.a
cada porcaoc do meiov eram adicionados 5 ml da solucao d& car-
boidrato correspondente e a mistura. distribuida em volumes
de 5 ml em tubos de 13 x 100 mm. Estes meios eram mantidos em
geladeira a 4°C. 0s tubos correspondentes a glicose cont inham

tubo invertido de Durham.

3-2.1.12. Agar Mueller-Hinton MERCK 35437

INFUSA0 A€ CATME v ittt e e ee e et e eenneennn 5.0 g
Caseina hidrolizada ........ e 17.5 g
8 1 T < X o P e 1,5 g
- T 12,5 g

Preparo: Foram dissolvidas 36.5 gramas do meio "Agar Mueller -
Hinton" (MERCK. 1982) desidratado em 1000 ml de égua destilada.
Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se ate o pon-
to de ebulicao agitando frequentemente ate a completa dissolu-
cao. Ajustava-se o pH para 7.4 e esterilizava-se em autoclave
a 121°C durante 15 minutos. Distribuia-se volumes de aproxima-
damente 20 ml em placas de Petri de 15 x 150 mm. Os meios e-

. e} ,
ram mantidos a 4 C em geladeira.
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3.2.1.13. Meio de Lignieres. seg. BIER (1978)

Extrato de éarne .................... R 5.0 g
Peptona ...ttt i i e 10.0 g
Cloreto de SO0dio «viwuuiineeenneennnnnnn. 5.0 g
Gelatina .............. C e e e e e e e 5.0 g
= e e 8.0 g
pH: 7.4

Preparo: Foram dissclvidas 33 gramas do "Meio de Ligniéves“ .

(BLER. 1978) desidratado em 1000 ml de agua de agua destilada.
Deixava-se hidratar por 5 a 10 minutos e aquecia-se ate o pon-
to de ebulicao, agitando frequentemente ate a completa dissolu
géo. Esterilizava-se em autoclave a 121°C durante 15 minutos e
distribuia-se volumes de aproximadamente 5 ml em fracos do ti-
po "penicilina™, jé previamente esterilizados. 0s meios eram

mantidos em geladeira a 4°c.

3-2.1.14. Reativo de Ehrlich. para prova do Indol

seg. KONEMAKN et alii. 1983

Paradimetilaminobenzaldeido .............. 1.0 g
Acido cloridrico concentrado ............. 40.0 ml
Alcool etilico abasoluto . ... 190.0 ml

3-2.1.15. Reativo para a prova da Fenilalanina

desaminase.seg. KONEMAN et alii. 1983

Cloreto FerriCo vt ee e, .. 10,0 g
HC1l concentrado ......iiiiiiiinnnineennennn 2.5 g

Agua destilada ................ e e e 100,0 ml
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3.3. METODOLOGIA EMPREGADA
3.3.1. Colheita das amostras de fezes

As amostras de fezes eram colhidas diretamente
da ampola retal, com sacos plésticos apropriados a guiza de
luvas, os quais eram devidamente fechados, identificados e a
condicionados em caixas de isopor com blocos de gelo e reme-
tidos ao laboratorio onde eram efetuadas as analises bacte-
rioldégicos. (I.P.V.D.F., 1981; HODGES & CARMAN, 1985; TINAJE

RO & PONCE, 1988).

3.3.2. Colheita das amostras de conteudo intestinal

Essas amostras eram obtidas de segmentos de al-
cas intestinais, ligadas nas extremidades, coclhidas com © mé
xim§ de assepsia durante a necrépsia. As pecas eram embala-
das em sacos plésticos apropriados, devidamente didentifica-
dos e apés o acondicionamento em caixas de isopor com blo-
cos de gelo, eram remetidas ao laboratorio onde eram efetua-
das as analises bacteriologicas. (I.P.V.D.F. 1981; TINAJE-

RO & PONCE, 1088).
3.3.3. Preparo das amostras

As amostras de fezes eram inoculadas diretamen
te nos meios de cultura, enquanto que as alcas intestinais
eram abertas com a utilizacao de tesoura e pinga esteriliza-

das e as analises efetuadas a partir do conteudo intestinal.
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3.3.4. Isolamento e identificacao de Yersinia pseudotu

berculvsds

3.3.4.1. Enriquecimento seletivo—-crioenriqueci-

mento (BERCOVIER & MOLLARET, 1984)

Em tubos de ensaio contendo 10 ml de Caldo de
Infusio de Ceérebro e Coragao (PATERSON & COOK, 1963), eram
inoculadas as amostras de fezes e conteudo intestinal, em

gquantidades de aproximadamente 10% do volume do meio (1 g ou
1 ml dependendo da consistencia das fezes). A incubacao era
realizada em geladeira, com temperaturas em torno de 4OC,por
periodos de 7, 14 e 21 dias, quando entao as culturas eram
semeadas em placas de Petri contendo Agar Sangue e Agar

MacConkey (LANGFORD, 1972b).
3.32.4-2. Plagueamento

A partir das amostras de fezes e conteudo intes
tinal, bem como das culturas em caldo de infusao de ceérebro
com 7, 14 ¢ 21 dias de incubagao a 4OC, eram efetuadas semea
duras com a utilizacao de alga de cromo niquel em placas de
Petri contendo Agar Sangue (MARTIN & WASHINGTON, 1980; BER-
COVIER & MOLLARET, 1984) e Agar MacConkey (FALCAO, 1976; TsU
BOKURA et alii, 1976; FALCAO et alii, 1979; MARTIN & WASHING
TON, 1980; BERCOVIER & MOLLARET, 1984). Apos incubacao a
37OC por 24-48 horas (FALCAO et alii, 1979) com o auxilio
de microscépio estereoscépio, dez colanias gque se apresenta-
vam de tamanho pequeno a medio nao fermentadoras da lactose
e dez colonias de semelhantes dimensoes nao hemoliticas no

Agar Sangue se presentes, eram repicadas em meio para iden-
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tificacao presuntiva.
3-3.4-3- Identificagao presuntiva

As colonias suspeitas eram inoculadas em tubos
contendo Agar com Tres Acucares e Ferro (T S I) os quais
eram incubados a 37OC por 24-48 horas. O crescimento bacte-
rianc da superficie do meio de identificacao presuntiva que
apresentava Peagaes bioquimicas compativeis com as produzi-
das pela Yersinia pseudotubeacudosis (FALCAO, 1976) ou se-
ja: Fermentacao da Glicose nc fundo do tubo, sem producao de
gas.

Fermentaggo positiva ou negativa da sacarose no
épice.

Nao produggo de HZS’ eram entao, submetidos a
prova da Urease (GINI & TORRES, 1979) levando em conta,os se
guintes critérios:

Prova da Urease: nesta prova, a cultura em estu-
do era inoculada em Agar Ureia por um periodo de incubagéo
de 72 horas a 28°C (BERCOVIER & MOLLARET, 1984). O resultado
era considerado positivo quando ocorria o aparecimento da
cor vermelha forte, decorrente da alcalinizacao do meio
(KONEMAN et alii, 1983). Os tubos que apresentaram hidréli

se da uréia eram submetidos as provas de identificacao defi

nitiva.

Como controle positivo foi utilizada uma cepa de
Proteus vudganis e como controle negativo uma cepa de <.
codd,

3.3-4.4. Identifica§50 definitiva

Para a realizagao da caracterizacgao bioquimica
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definitiva da especie Yeasinia pseudoiubencudosias, foram
realizadas as provas consideradas de maior valor, preconiza-
das por FALCAO (1976), GINI & TORRES (1979) e BERCOVIER &
MOLLARET (1984).

Prova do crescimento em presenca de KCN.

Prova da Fenilalanina desaminase.

25°C
Prova de motilidade a diferentes temperaturas o

37°C
Prova de Descarboxilacao da Ornitina.
Prova do Indol.
Prova do Citrato.
Prova de Fermentacao dos seguintes carbohidratos: gli-

cose. lactose. sacarose. cellobiose, sorbose, sorbitol.,

rhamnose. melibiose ¢ amidalina.

As provas acima citadas foram realizadas e interpreta-
das levando em conta os seguintes critérios:
Prova do crescimento em presenca de KCN: para a realiza-
qéo desta prova, a cultura em estudo era inoculada em Caldo
de Infusao Cerebro e Coragéo (B H I) durante 24 horas a
370C. Apés este periodo, uma alg¢ada do caldo com crescimen-

to era inoculada no Caldo KCN, o qual era incubado a 370

C
por 72 horas conforme BERCOVIER & MOLLARET (1984). A prova
era considerada positiva gquando havia crescimento no caldo,
denotado pela turvaggo do meio e negativa quando este per-
manecia limpido (EDWARDS & EWING, 1972).

Como controle positivo foi utiliczada uma cepa de Pro-
teus vulgaris e como controle negativo uma cepa de &. codd.
Prova da Femilalanina desaminase: A cultura era semeada na

superficie do meio Agar Fenilalanina (inoculo pesado) e in-

cubado 72 horas a 28°C. Apés o periodo de incubacao, pingava
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se 4 a 5 gotas do reativo para a prova da Fenilalanina desaminase na
superﬁricie do cresu:imenfo. Ao acrescentar o reativo, agitava-se o
rubo ate ocorrer o desprendimento das colonias na Superfi;ie do meio.
Considerava-se a prova positiva quando ocorria o aparecimen
to da cor verde e negativa quando nao ocorria o surgimento
desta cor (EDWARDS & EWING, 1972).

Como controle positivo foi utilizada uma cepa
de Proteus vulgaris e como controle negativo, uma cepa de £.
codd.

Prova da motilidade a diferemtes temperaturas: nesta prova
eram utilizados dois tubos do meic de S I M. As culturas e-
ram semeadas em profundidade, com o auxilio de agulha de ni-
quel-cromo, ate aproximadamente dois terc¢os da altura do meio
e incubadas por 48-72 horas a diferentes temperaturas. Um tu
bo na temperatura de 250C e outro a 37OC, conforme BERCO-
VIER & MOLLARET (1984). Os tubos que apresentavam crescimen-
to bacteriano confinado a linha de picada eram considera-
dos negativos ou imoveis e aqueles que apresentavam cresci-
mento bacteriano difuso eram considerados positivos.

Como controle positivo foi utilizada uma cepa
de Proteus vudgandls e como controle negativo uma cepa de
Klebsiedda pneumondiae.

Prova de descarboxilacao da Ormitima: nesta prova, eram uti-
lizados dois tubos: O primeiro, considerado "tubo controle',
contendo apenas o meio base sem Ornitina e o segundo o meio
base com o aminoacido (meio completo). As culturas eram ino
culadas com o auxilio de agulha de niquel—cromo. Incubava-se
a 28°C durante 3 dias, conforme BERCOVIER & MOLLARET (1984),
com observacoes diarias. O desenvolvimento da cor amarela

nos dois tubos inoculados, apos o periodo de incubagao preco
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nizado. significava que a cultura era negativa para a prova
da descarboxilacao da Ornitina. Ao passo que o desenvolvimen
to da cor amarela no tubo controle e da cor pﬁrpura no tubo
contendo o meio completo era considerado positivo para esta
prova (KONEMAN et alii, 1983). Como controle positivo foi u-
tilizada uma cepa de &. codi e como controle negativo,uma ce
pa de Klebsiedda pneumoniae.

Prova do Indol: Para a realizacao desta prova, eram utili-
zados o meio de S I M. As culturas que apresentavam mobilida
de positiva a ESOC e mobilidade negativa a 37OC eram subme-
tidos a esta prova, que consistia em adicionar 1 ml de clero
formio sobre a superficie do meio. Ap6s realizar leve agita-
950 do tubo, deixava-se alguns minutos em repouso e acrescen
tava-se 5 gotas do Reativo de Ehrlich. 0 desenvolvimento da
cor vermelha na interface do meio em até 5 minutos, era con-
siderado como positivo para a prova do Indol, ao passo que o
nao desenvolvimento desta cor, era considerado negativo (KO
NEMAN et alii, 1983). Como controle positivo, foi utilizada
uma cepa de Proteus vulganis e como controle negativo uma ce
pa de Alebsieddla pneumondiae.

Prova de Fermentacao de Carbohidratos: as culturas em estu-
do eram submetidas as provas de fermentacao no Caldo Verme-
lho de Fenol, com os seguintes carbohidratos: glicose, lacto
se, sacarose, cellobiose, sorbose, sorbitol, rhamnose, meli-
biose e amidalina. Os tubos eram incubados a 28°C durante 3
dias, com observacoes diarias, como recomendado por BERCO-
VIER & MOLLARET (1984). As provas eram consideradas como po-
sitivas quando ocorria a viragem do indicador vermelho de
fenol para a cor amarela.indicando acidez, e negativos aque

les que permaneciam da mesma cor.
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Metodologia utilizada no isolamento de

Yensinia paeudotubenculdosis

Fezes Conteudo intestinal

Caldo delinfusao 1
i

de cerebro e coracao

6, 14, 21 dias a 4°¢C

! :
. ]
!

Agar Sangue Agar MacConkey

48n/37°C 48h/37°%

Colonias pequenas nao Colonias pequenas nao

hemoliticas fermentadoras da lac-

-
tose 7

- - ) .
TS I——» Fundo acido, gas (-)

'Superficie acida ou
! altcalina

48h/37°C

; S (-)
|
!

Ureia (+)

KNC FENTLALANINA MOBILIDADE ORTININA INDOL CITRATO
(=) DESAMINASE 25°C (+) DESCARBOXE (=) (-)
(-) 37°C (-) LASE (-)

f

Provas de fermentacoes de carbohidratos:

Glicose (+)/Gas (-) Rhamnose (+) Melibiose (+)

Cellobiose (-) Lactose (-) Sacarose {-)

Amidatina (=) Sorbose (-) Sorbitol (-)
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A producao de gés a partir da glicose era verifi

cada no Tubo de Durham.

3.3.5. Sensibilidade e resistencia aos antibioticos e

quimioterapicos

As cepas isoladas eram submetidas a testes de
sensibilidade através do Metodo de Difusio em Agar, segundo
a tecnica do disco unico de BAUER et alii (1966). Foram uti-
lizados discos da marca Laborclin, cujo controle de qualida-
de foil realizado com a cepa padréo de £. codi ATCC 25022, com

08 seguintes principios ativos e concentracoes:

Tetraciclina ............. (30 ug)
Cloranfenicol ......vevene. (30 ng)
Estreptomicina ...evevev.. (10 ug)
Amicacina .« .veeoeeennn eees (30 ug)
Colistina +eeeeveerocennns (10 ug)
Ampicilina +..vvievvivenas (10 yg)
Gentamicina ..; ........ e.. (10 ug)
Kanamicina «..eoeeee. ceees (30 ug)
Penicilina «oeeevereonneons (10 U.I.)
Neomicina +..eoveevnun cneae (30 pg)
Cefalotbina «eeereneeeneenn (30 ug)
Novobiocina ..veceveceannn (30 ug)
Polimixina-B «.cevvirennn. (300ug)
Sulfonamidas ....... eeesss (300ug)

Sulfa/Trimetoprim ........ (25 ug)

Nitrofurantoina .......... (300ug)

- 3.3.6. Sorotipagem

As cepas de Yensinia peseudotubencudosis identifi
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cadas atraves de provas bioquimicas eram mantidas em meio
de manutencao de Ligniéres (BIER, 1978), selados, a tempera-

tura ambiente (BRECOVIER & MOLLARET, 1984) e posteriormente,

enviadas para o Centro Nacional de Referencia de Yensindia,
localizado na Faculdade de Farmacia da UNESP - Campus de Ara-
raquara-SP, para a identificaggo dos sorogrupos envolvidos

nos casos de diarreia bovina.

-

.3.7. Patogenicidade a cobaios (Cavia cobayal

43

A verificagao da patogenicidade a cobailos dos
possiveis sorogrupos de Yeasindia paeudoitubercudosis isolados
de casos de diarreia bovina no Estado do Parané, era realiza
da, administrando-se pela via oral uma suspensao bacteria-
na, conforme recomendado por MOLLARET et alii (1982) e BERCO
VIER & MOLLARET (19%4). Para isto, utilizou-se a técnica
descrita por LAIRD & CAVANAUGH (1980), PAI & DESTEPHANO (1982)
e ROBINS-BROWNE & PRPRIC (1984), que cénsiste em privar os
animais de égua por 24 horas, apés as quais é oferecido aos
meémos uma suspensao aquosa contendo 109 celulas por ml
do sorogrupo em questgo. Neste experimento utilizou-se 6 co-
baios divididos em dois grupos de tres animais. Destes tres,
1 permanecia como testemunha, nao recebendo a suspensao bac-
teriana, mas égua potével, ate o final do experimento. Ao
primeiro grupo a suspensgo administrada foi obtida culti-
vando-se o microrganismo em caldo de B.H.I., apos incubagao
a AOC, durante 20 dias. Ao segundo grupo, a suspensgo foi ob
tida em caldo de B.H.I., apos incubacao a 280C, durante 48
horas . Apos 24 horas posteriores a administra-
cao oral a suspensao bacteriana era retirada, e aos ani-

mais era oferecido agua potavel novamente. A patogenicidade
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era verificada através do exame diario dos animais e anota-
das as alteracoes clinicas verificadas como: tristeza e aba-
timento, anorexia, pelos arrepiados, emagrecimento, diarréi&
constipacao intestinal e morte. A confirmacao da participa-
cao da Yeasdinia pseudotubesculdosis no quadro clinico observa
do era feita pelo isolamento do microrganismo nas fezes e

nos orgaos desses animais.

3.3.8. Isolamentos de Yeasinia psevdofubercudosis de
casos de diarreia bovima € sSua ocorrencia nos

meses mais frios do ano

A Yersioniose pseutotuberculosa ¢ considerada u-
ma doenga sazonal, de maior incidencia nos meses de inverno
(MAIR, 1975; BERCOVIER & MOLLARET, 1984).

Para verificar se tal sazonalidade também aconte
ce no Estado do Parané, foram anotados os meses e as esta-
coes do ano em que ocorreram os casos de diarreia bovina po
sitivos para Yeasinia pseudoiuberncudosis. Para tanto, consi-
derou-se como verao os meses de janeiro, fevereiro e marco;
outono, os meses de abril, maio e junho; inverno, os meses
de julho, agosto e setembro; e primavera, os meses de outu-
bro, novembro e dezembro.

Os dados obtidos foram analisados, segundo tabe-
las de contingéncia,onde atraves do teste de  qui - quadrado
(Xz) ao nivel de 1% de significancia procurou-se determi-
nar a existencia ou nao da associaQEO entre as variéveis,se—

gundo STEEL & TORRIE (1960).
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-

3.3.9. Possivel envolvimento de roedores na transmis-

sao do microrganismo aos bovinos

Com o objetido de verificar este possivel envol-
vimento no desencadeamento da doenga aos bovinos, procedeu -
se a captura de roedores. em duas propriedades nos municipios
de Faxinal e Ivaiporé que possulam animais apresentando diar
réia. com isolamento de Yersdinia paeudotubercudosis no ano
de 1988, Para tanto. foram utilizadas 43 armadilhas de arame

galvanizado com as seguintes dimensoes: 30 armadilhas medin-

do 20 cm de altura e largura por 50 cm de comprimento e 13
armadilhas medindo 20 cm de altura e largura por 35 cm de
comprimento. Ambas as armadilhas possuiam abertura do tipo
“algapéo”. a qual se fecha imediatamente apés o roedor tocar
na "isca". Como "iscas" foram utilizadas. pedagos de frutas

(banana. coco). espigas de milho. e pedagos de gordura suina
ou "toucinho". segundo recomendacoes tecnicas do Museu de
Historia Natural do "Capao da Imbuia" em Curitiba. Estas ar-
madilhas roram colocadas proximas de instalacoes do tipo
galpoes (paiocis. celeiros., abrigos para os animais). bem co-
mo de aguadas (ribeirées. acudes. lagoas., etc...) destas mes
mas propriedades. A cada 24 horas eram realizadas vistorias.
retirados os roedores capturados e rearmadas no mesmo local
ou proximas a este. por um periodo de duas semanas. Os roedo
res capturados foram sacrificados por "afogamento”".colocados
em sacos plésticos e enviados ao laboratorio para os procedi
mentos bacteriolégicos e de identificacao taxonomica da Fami
lia. do género e da espécie do roedor. quando possivel.O pre
paro das amostras de conteudos intestinais destes roedores

assim como a metodologia utilizada no isolamento e identifi-

cacao das possiveis cepas de Yensindia pseudoituberncudosis, e-



ram realizadas conforme ja descritas para as amostras bovi-

nas nos itens 3.3.3 e 3.3.4.

3.3-10. Bacteriolégicos obtidos em culturas pri-érias*
doiuberculosis

A técnica do criocenriquecimento a temperaturas
de 3 a 4OC tem sido utilizada como auxilio no isolamento
de Yeasinia pseudoitubenculosis, com per{oaos de incubacao
gque variam de poucos dias ate 4 semanas (PATERSON & COOK.
1963; ZEN-YOJI et alii. 1974: OBERHOFER & PODGORE. 1980: VAN
NOYEN et alii. 1980; FUKUSHIMA et alii. 1983). As culturas.
inicialmente negativas., com o uso da referida tecnica podem
tornar-se positivas, devido as caracteristicas deste micror
ganismo que se multiplica nestas temperaturas em detrimento
de outros (PATERSON & COOK. 1963; EISS. 1975; BERCOVIER &

MOLLARET, 1984).

Para tanto, naquelas culturas em gue os resulta
dos bacteriologicos iniciais foram negativos. observou-se a
eficiencia da tecnica do cricenriquecimento com 7. 14 e 21

. . ~ e}
dias de incubacac na temperatura em torno de 4°C.

3.3.11. Provaveis morbidades e mortalidades bovinas a-
tribuidas a infeccao pela Yezainia paeudotuber
cudvsis nos rebanhos afetados pela sindrome
diarreica

Foram observadas as taxas percentuais referentes

:gulturas submetidas ao plaqueamento direto.

""Cultgrag submetidas ao plaqueaemnto do crioenriquecimento em caldo de
BHL a 47°C por 7. 14 e 21 dias.
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as morbidades e as mortalidades bovinas verificadas nas fa-
zendas que tiveram animais com sintomas diarreéicos. com re-
sultados bacteriologicos positivos para Yersdinia pareudotuben
cudoddia,

A populacao bovina de cada fazenda foi dividida
em tres faixas etarias distintas. Considerou-se como bezer-
ros. os animais que tinham idades de ate 1 ano: novilhos, de

1 a 2 anos e adultos aqueles com idades superiores a 2 anos.



Ly, ResuLTAaDOS

4.1. COPROGCULTURAS

Na Tabela 1 e Figura |. e apresentado O numero

- . o U
de amostras de fezes em que fol verificada a presenca de “¢%

ainda paeudoiubeacudoasis. Pelos dados da tabela e do gra-
fico. observa-se que de um total de 220 amostras analisadas.
46 (21.0%) delas most raram-se positivas para Yersindia
paeudotubercudosis. enquanto que as 174 (79.0%) restantes a

presentaram-se negativas.

4.2, CULTURAS DE CONTEUDO DE INTESTINO DELGADO

Na Tabela 1 e Figura 2, é apresentado o numero
de amostras de conteudo de intestino delgado em que foi veri
ficada a presenca de Yeasindia pseudotubeacudosis. Observa-
se que de um total de 60 amostras analisadas, em 9 (15,0%)de
las foi verificada a presenca de Yezsinia psreudoiubercudosias
enquanto que as 51 (85,)%) restantes apresentaram-se negat i

vas.

4.3. CULTURAS DE CONTEUDO DE INTESTINO GROSSO

Na Tabela 1 e Figura 3, P apresentado o nﬁmero
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de amostras de conteliido de intestino grosso em que foi veri
ficada a presencga de Yensindia pseudoitubencudosis. Observa-se
que de um total de 50 amostras analisadas. em 5 (9,0% de-
las foi verificada a presenéa de Yeasinia paeudoitubdbenculo-

444. enquanto que 51 (91,0%) restantes upresentaram-se nega

tivas.

4.4. PROVAS DE SENSIBILIDADE A ANTIBIGTICOS E QUIMIOTERAPI~

€Oos
Na Tabela 2. sao apresentadas as caracteristicas
de sensibilidade "in vitro" das 60 cepas de Yersindia pseu
dotudeacudlosls isoladas de fezes e conteudos intestinais

bovinos. Verifica-se que todas elas apresentaram mesmo per-
fil de sensibilidade e resistencia aos antibioticos e quimio
terépicos, ou seja:

Sensibilidade a Tetraciclina, Cloranfenicol,
Estreptomicina. Gentamicina, Kanamicina, Neomicina.Penicili-
na. Ampicilina. Amicacina, Colistina, Cefalotina, Polimixi-
na-B. Nitrofurantoina.

Resistencia a Novobiocina, Sulfonamidas, Sulfa/

Trimetoprim.
4.5. SOROTIPAGENS

Na Tabela 3 e 4 e apresentado o resultado das
sorotipagens das 600 cepas de Yeasindia pseudotubercudosis rea
lizadas no Centro Nacional de Referencia de Yeasinia. Veri-

fica-se que todas as cepas pertencem ao sorogrupo 0 III.
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4.6. PROVAS DE PATOGENICIDADE A COBAIOS

Escolheu-se aleatoriamente a cepa de Yensindia
paeudotubercudosis sorogrupo 0 II1 com o numero de regis-
tro 731-88 para a realizacao das provas.

A Tabela 5 mostra a frequéncia do isolamento
de Yernsindia poseudotubercudlosis sorogrupo 0 III das fezes de
cobaios, em dias subsequentes a administraggo oral de suspen
soes bacterianas obtidas a 4°C e a 28°C. Na infecgao obtida
através da suspensao a 4OC, verificou-se que em um dos ani-
mais, a Yeasdinia pseudorubencudosis sorogrupo 0 III foi iso
lada no 192 dias pés—administragao, enguanto gue no outro, es
te fato ocorreu somente no 32 dia . No primeiro animal. que
pereceu aos 11 dias pés—infecggo, observa-se na Tabela 3 que
a partir do 6¢ dia, a Yenrsinia pseudoituberculdosis nao mais
foi isolada das fezes. No segundo animal, que veio a obito
aos 13 dias, este fato foi verificado a partir do 8¢ dia.

Com relacao aos animais infectados com a suspen
sao de Yensinia pseudotubenculdosis sorogrupo O IIT cultivada
a 280C, pode ser observado na Tabela 5, que este microrganig
mo foi isolado das fezes dos dois animais, nas primeiras 24
horas pés—hnécg&) e que ambos pereceram com 32-34 horas a-
pés o inicio do experimento, apresentando cultivo positivo
para Yeasinia pseudotubencudosis nas fezes.

Na Tabela 6, & apresentado o resultado do isola-
mento de Yessinia paeudotubercudosis sorogrupo 0 III nos or-
ggos de cobaios infectados, com suspensaes cultivadas a 4OC
e 28°C. Verifica-se que a infecqgo produzida com a suspen-
sao a 4°C, levou ao isolamento de Yersinia pseudoitubeacodo-

444 do intestino delgado do cobaio B e dos abscessos hepa-



ticos dos dois animais (A e B). Ja nos animais infectados
~ . a .

com a suspensao cultivada a 28°C, o isolamento ocorreu a par

tir dos conteudos estomacais, intestinais (delgado e grosso)

e do figado dos dois cobaios (A e B).

4.7. ISOLAMENTOG DE Yeasinia pseudoiuberncudosis E SUA OCOR-

RENCIA NOS MESES MAIS FRIOS DO ANO

Comprovou-se estatisticamente que existe associa
cio entre os isolamentos de Yeasindia pseudoiubencudosis e a
sua ocorrencia nos meses mais frios do ano (meses invernais)

dos anos de 1987 (X“.O1 = 18,85) e 1988 (X 01 ° 18,30).

Nas Tabelas 7 e 5, bem como nas Figuras 4 e 5
é apresentado © numero de casos de isolamento de Yernsindia
pseudotubenculosis no periodo de 1987 e 1988, distribuidos
durante os meses do ano. Verificou-se, durante 0o ano de
1987 a Concentragao dos 22 casos positivos, durante 4 meses
do ano, abrangendo duas estacoes: outono e inverno. Distri-
buindo estes 22 casos mensalmente, verificou-se no mes de Jju
nho a ocorrencia de Y casos, julho com 5 casos, agosto com
4 casos e setembro com 10 casos. Us meses de inicio de cada
caso, estao discriminadas na Tabela 9.

Distribuidos os casos de diarréia bovina do ano
de 1987 nas suas respectivas estagaes de ocorréncia, verifi-
ca-se na Figura 6 que no verao e primavera, nao ocorreram ca
sos positivos de diarreia por Yeasinia pseudoiubeacudosis.Na
estagao de outono, 20% dos casos de diarreia Foram positives pa-
ra o microrganismo e no inverno 24%.

No ano de 1988, houve a concentracao dos 33 ca-

sos positivos em 5 meses do ano, abrangendo tambem as mesmas
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estagaes: outono e inverno. Distribuidos estes 33 casos men
salmente, verificou-se a ocorrencia nos meses de maio e Ju
nho, de apenas 1 caso em cada més, em julho 6 casos, em agos
to 21 casos e setembro com 4 casos. Os meses de inicio de ca
da caso, estao discriminados na Tabela 10.

Distribuidos os casos de diarreia bovina no ano
de 1988 nas suas respectivas estacoes de ocorrencia, verifi -
ca-se na Figura 7 gque no verao e primavera, naoc ocorreram ca
sos de diarréia positivas para Yeasinia paeudotubenculoadls.
Na estaggo de outono, 18% dos casos de diarreia foram positivos
para o0 microrganismo e no inverno 33%.

Acumulando os casos de diarreia bovina positivos
para Yersiniose pseudotuberculosa durante os dois anos estu-
dados nas suas respectivas estagaes, verifica-se na Figura &,
que 190% deles foram positivos nooutono e 29% no inverno. No ve-

rao e primavera nao ocorreram €asos positivos.

4.8. POSSIVEL ENVOLVIMENTO DE ROEDORES NA TRANSMISSAG DO MI-

CRORGANISMO AQOS BOVINOS

No ano de 1987 foram capturados 15 roedores per-
tencentes taxonomicamente a duas Familias e a tres diferen-
tes generos (Rattus sp, Akodon sp e Nectomys sp). Estes ani-
mais foram capturados em duas fazendas, localizadas no muni-
cipios de Ivaipora e Faxinal, no Estado do Parana.

Os exames bacteriolégicos das 30 amostras de con
teudos intestinais (15 conteludos de intestino delgado e 15
conteludos de intestino grosso) resultaram negativos. quando
pesquisados para Yeasinia pseudoiubencudosis, Na Tabela 11 &

apresentada a relagao dos 15 roedores capturados e identifi-
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cados taxonomicamente quanto a familia, genero e especie,

quando possivel.

4.9. RESULTADOS OBTIDOS EM CULTURAS PRIMARIAS E SECTNDA -

RIAS NO ISOLAMENTO DE Yeasinia paeudotuberxculosis

A metodeologia de isolamento utilizada neste es-
tudo, possibilitou o isolamento de 60 cepas do citado micror
ganismo. Destas 60 cepas isoladas durante os anos de 1987 e
1988, 44 (73,33%) delas, foram obtidas em culturas primé—
rias. ou seja. culturas nao submetidas a prévio criocenrique-
cimento a 4°C. As 16 (26,66%) restantes so foram obtidas.
mediante o uso de crioenriquecimento a 4OC. Destas 16 cepas
obtidas mediante esta tecnica, 11 (18,3%) delas foram isola
das apos 7 dias de crioenriquecimento, 3 (5,0%) delas. apos
14 dias e 2 (3,3%) delas somente apés 21 dias.Estes dados estao
estao demonstrados nas Tabelas 12 e 13 e Figura 9. Em relacao as cepas i-
soladas durante o ano de 1987, observa-se na Tabela 12, que as
culturas 941-3 e 941-4 iniciqlmente negativas. tornavam-se positivas
com 7 dias e continuaram com 0 mesmo resultado no 1492 e 21¢
dia de incubacao. Em relagao as cepas isoladas durante o ano
de i988, observa-se na Tabela !, que o mesmo aconteceu com
as culturas n®%s 424, 618, 623, 742-2, 742-3, 742-4, 742-35.
742-6 e 742-7.

Observa-se na Tabela 13. gue todas estas cultu-
ras citadas, tornaram-se positivas apéa 7 dias de crioenriquecimento
continuando a dar estes resultados no 149 e 212 dia. Ainda na
mesma tabela, verifica-se que as culturas de n2s 620, 630-7
e 630-12, so6 deram resultados positivos no 142 dia de crioen

riquecimento, continuando a dar este mesmo resultado no 219



dia. Ja as culturas n%s 731-2 e 731-3 somente foram positivas

no 212 dia de crioenriquecidas.

4.10. MORBIDADES E  MORTALIDADES BOVINAS ATRIBUIDAS POS-

SIVELMENTE A INFECCAQ PELA Yersinia pseudoiuberculosis

EM FAZEXDAS XO ESTADBO DO PARANA, DURAXNTE 0S ANOGS DE
1987 E 1988
Em relacao a morbidade e a mortalidade nos

12 rebanhos afetados no ano de 1987 ( pussivelmente atribui-
das a Yensdinia pseudoitubercudosis) . verifica-se na Tabela 11 .
que media. na faixa etaria considerada como novilhos, si-
tou-se em 10,3% e 1,0% respectivamente. Na faixa etaria dos
adultos, estas situaram-se em 0,7% e 2,0% respectivamente. A
faixa etaria considerada como bezerros nao foi afetada.

Em relacao aoano de 1988, nos 19 rebanhos afeta-
dos, verifica-se na Tabela I3 que em média, a morbidade e a
mortalidade na faixa etaria considerada como novilhos, situou
se em 13,4% e 2.7% respectivamente. Na faixa etaria dos adul-
tos, estas situaram-se em 11,7% e 2,0% respectivamente.A fai

xa etaria considerada como bezerros nao foi afetada.
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Amostras de fezes e conteudo intestinal, positivas e negati-

vas para Yeasinia pseudotubencudosis, em relagao ao total
amostras analisadas em casos ce diarreia bovina. durante

anos de 1987 e 1988 (no Estado do Parana).

de

os

. Amostras
Material

- N .

analisado Positivas egativas Total
Ne % Ne¢ %

Fezes 46 21,0 174 79,0 220

Cont. I.D. 9 15,0 51 85,0 60

Cont. I1.G. 5 9,0 51 91.0 56

Total 60 18,0 276 82,0 336

Simbolos:

Cont. I.D. = Conteudo de intestino delgado

Cont. I.G. = Conteudo de intestino grosso
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Fig. 1 - Numero de amostras de fezes obtidas de bovinos acome
tidos de diarreia, positivas e negativas para Yeasi-

nia pseudotubeacudosis, durante os anos de 1087 e

1988, no Estado do Parana.
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T ABETLA 2

Caracteristicas de sensibilidade e resistencia "in vitro'das
60 cepas de Yensinia pseudvtubencudosis pertencentes ao soro
grupo 0 III., isoladas a partir de fezes e conteudos intesti-

nais de bovinos acometidos de diarreia.

Produto Média dos halos Sensivel a Resultado
utilizado de inibiqao partir de considerado
(mm) (mm)

Tetraciclina 29 10 s
Cloranfenicol 32 18 g
Estreptomicina 25 15 S
Gentamicina 33 13 S
Kanamicina 27 18 3
Neomicina 26 17 S
Penicilina 27 22 S
Ampicilina 36 14 )
Amicacina 34 18 S
Colistina 21 11 S
Cefalotina 40 18 )
Novobiocina 13 22 R
Nitrofurantoina 27 17 S
Sulfonamidas - i7 R
Sulfa-Trimetoprim - 16 R
Polimixina 22 12 S

Simbolos:

= Sensivel

Resistente
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TARETLA 3

Resultados das sorotipagens das 25 cepas de Yeasinia paeudo-~
tubencudloais. isoladas durante o ano de 1987. fornecidos pe-

lo Centro Nacional de Referencia de Yeasindia.

N¢ DE ORIGEM RESULTADOS
522/87 - Fezes 1 Y, preudoiubercudosis (Mel,~)-0:111
- Fezes 2 Y. pseudotubercudosis (Mel.-)-0:11T
-~ Fezes 3 Y. pseudotubencudosis (Mel.-)-0:111
561/87 - Fezes Y. pseudoituberculosis (Mel.-)1-0:111
571/57 - Fezes Y. paeudoituberculosis (Mel.-)-0:T11
- Intestino Delgado Y. paeudotubenculosis (Mel.-)-0:111
691/87 - Fezes Y. preudotuberculosis (Mel.-)-0:111
- Intestino Delgado Y. pseudotuberculosis (Mel.-)-0:11T
736/87 - Fezes Y. paeudotubercudosis (Mel.-)~0:11T
737/87 - Fezes 1 Y. psevdoitubercudosis (Mel.-)-0:111
~ Fezes 3} Y. paeudotubencudosis (Mel.-)-0:111
771/87 - Fezes Y. pseudotuberculosis (Mel.-)-0:111
783/87 - Fezes Y. pseudoitubercudosis (Mel.-)-0:111
- Intestino Delgado Y. poeudotubencudosis (Mel.-)-0:111
807/87 - Fezes 1 Y. pseucoiuberculosis (Mel.-)Y-0:111
- Fezes 2 Y. paeudvivbercudosis (Mel.-)-0:111
- Fezes 3 Y. pseudotubercudosis (Mel.-)-0:1I17
- Fezes 4 Y. pseudotubencudosis (Mel.-)-0:I11
- Fezes § Y. pseudotubenculosis (Mel.~)-0:111
833/87 - Fezes Y, pseudotubercudosis (Mel.-)-0:111
871/87 - Fezes 2 Y, paeudotubercudvsis (Mel.-)-0:111
- Fezes 3 U.l paeudotuberculosis {(Mel.~)-0:111
- Fezes 4 Y. paeudotubencudosis (Mel.-)-0:111
941/87 - Fezes 3 Y. paeudortubercudosis (Mel.-)-0:111
- Fezes 4 Y, paeudotubercudosis (Mel.-)-0:I11




Resultados das
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sorot ipagens das 35 cepas de Yeasinia poeudo-

tubercudlosia. isoladas cdurante o ano de 1988&. fornecidos pe-
leo Cent ro Nacional de Referencia de Yezsinia.
N2 DE ORIGEM RESULTADQOS
124/5% - Fezes Y. pseudoiubencudosis (Mel.-V1-0:111
483/8% - Intestino Delgado Y. preudoiubeaculosis (Mel.-)-0:111
- Intestino Grosso Y. paeudotubercudlosis (Mel.-}-0:111
53035 - Fezes Y, paeudotubercudosis (Mel.-)-0:111
013735 - Fezes Y, pseucotuberculoses (Mel.-)1-0:111
020.5%% - Fezes Y, pseudotudescudosis (Mel.-)1-0:111
623/S% - Fezes Y., pseudotubercudosts (Mel.-)-0:1T1
630. %% - Fezes 7 Y. npaeudoiudescudvals (Mel.-)-0:111
- Fezes 12 Y, paeudvivberculosis (Mel.-1-0:T1TT1
631753 - Fezes | Y. peeudoiudeacudosis (Mel.-)-0:111
- Fezes 2 Y. pseudoiuberculosis (Mel.-)-0:111
- Ferzes 3 Y. pseudotubercudvsis (Mel.-)-0:111
042,55 - Fezes Y. paeudotudercudosis (Mel.-)-0:111
656783 - Fezes Y. paeudotubeaculosis (Mel.-)-0:111
637. 5% - Fezes Y. paeudotubencudosis (Mel.-}-0:T11¢
6005 - Fezes |1 Y. paeudotubercudosis (Mel.-)-0:111
- Fezes 2 Y. poeudotubencudosdis (Mel.-)1-0:111L
b70/55% - Fezes Y. poeudotubercudosis (Mel.~)-0:I111
702/8% - Fezes Y. pseudoiubercudosis {(Mel.-)-0:111
727/%8 - Fezes Y, pseudoiubencudosts (Mel.-)-0:111
73175% - Fezes 2 Y. pseudotubenculosis (Mel.-)-0:111
- Fezes 3} Y. pseudotubercudosis (Mel.-)-0:11I1
734/88% - Intestino Delgado Y. pseudotubercudosis (Mel.-)-0:11I
- Intestino Grosso Y. pseudotubercudosis (Mel.-)-0:1II1
742/85 - Fezes 2 Y. paeudotuberculosis (Mel.-)-0:111
- Fezes 3 Y. pseudotubercudosis (Mel.-)-0:111
- Fezes ¢ Y. paeudviuberculoais (Mel.-}-0:11L
- Fezes 3 Y. paeudotuberculosis (Mel.-)-0:111
- Fezes © Y. paeudotubenrcudvsis (Mel.-)-0:111
- Fezes 7 Y. paeudotubercudosis (Mel.-)-0:11T
778/8% - Fezes Y, paeudotubencudosis {Mel.-)-0:111
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TABETLA 5

Frequencia do isolamento de Yersinia paeudoiubencudosis, pep-
tencente ao sorogrupo 0 1IT, de fezes de cobaios, em dias
subsequentes a administracao oral de suspensao do mesmo mi-

. o o
crorganismo, obtida a 4 C e a 28°C.

Dias Suspenséo Suspensao
. . 4°¢ 28°¢C
pos-infeccao
cobaio A cobaio B cobaio A cobaio B
1 + - + +

[ O¥]

+ - +(E)bit0) +((3bit-o}

O U A G
i |
+ +

O~
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I

o o
|
t

(6bito) -

—
[
I

t

13 (obito)

Simbolos:

Isolamento positivo de Yersinia pseudotubercudosias

+
il

- = Isolamento negativo de Yersindia pseudotubenculosis
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T ABETL A 6

de Yeasinia pseudoitubeaculdosis, pertencente ao so

rogrupo 0 III, de orgaos de cobaios, pos obito, posteriormen

te a administracao oral de suspensoes do mesmo microrganismo

obtida a 4°

C e a 28°C.

Orgaos Suspensao a Suspensao a

analisados 40C 28°¢C
cobaic A cobaio B cobaio A cobaio B

COnt. ES(’. - il + -

Cont.. ID - + + +

Cont. IG - - + +

Figado + + 3 + +

Baco - - - -

Pulmao - - - -

Simbolos:

Cont. Est. = Conteudo Estomacal

Cont. ID = Conteudo Intestino Delgado

Cont. IG = Conteudo Intestino Grosso

= Microrganismo isolado do conteudo purulento de abcesso

hepético em cultura pura.
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Distribuicao mensal das amostras bovinas, positivas e nega-

tivas para Yeasdinia poeudoiubeacudosis examinadas no labora-

torio durante o ano de 1987.

MESES Numero de casos de diarréia
Positivos Negativos Total % de Positivos

Janeiro - 10 10 0
Fevereiro - 3 5 0
Marco - 11 11 0
Abril ~ 4 4 Q
Maio - 5 5 0
Junho 3 3 6 30.0
Julho 5 22 27 18,5
Agosto 4 16 20 20,0
Setembro 10 23 33 30.3
Qutubro - 29 29 0
Novembro - 7 7 0
Dezembro - 9 9 0

Total

22 144 166 13,2
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Distribuicao mensal das amostras bovinas, positivas e nega-
tivas para Yeasinia pseudotubeacudosis, examinadas no labora

t6rio durante o ano de 1088.

Numero de casos de diarreia

MESES
Positivos Negativos Total % de Positivos

Janeiro - 4 4 0
Fevereiro - 4 4 0
Marco - 7 7 0
Abril ~ 2 2 0
Maio 1 4 5 20,0
Junho 1 3 4 25,0
Julho 6 22 28 21,4
Agosto 21 37 58 36,2
Setembro 4 3 7 57,1
OQutubro -~ 4 4 0
Novembro - 6 6 0
Dezembro - 14 14 0

Total 33 110 143 23,0
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Meses de ocorrencia dos 22 isolamentos de Yezsindia pseudotu-

beacudosatis em amostras bovinas,

tado do Parana.

durante ¢ ano de

1987 no Es-

Propriedade N2 casos Registro® Mes Idade Municipio
1 3 522-87 06 2a Ivaipora
2 1 561-87 07 ba Congoinhas
3 2 941-87 07 1ia Sao Joao
4 i 833-87 07 da Jardim Alegre
5 1 571-87 07 2a Nova Cantu
6 1 691-87 08 2a Faxinal
7 2 737-87 08 2a Ivaipora
8 1 736-87 08 4a Jardim Alegre
9 5 807-87 09 4a Ivaipora
10 1 783-87 09 ba Toledo
11 1 771-87 09 3a Jardim Alegre
12 3 371-87 09 4a Jardim Alegre

"Numero do protocolo do Livro de Bacteriologia do Centro de

Diagnéstico Marcos Enrietti - SEAB-Parana.
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Meses de ocorrencia dos 33 isolamentos de Yeasinia pseudotu-

beacudvsis em amostras bovinas,

tado do Parana.

durante o ano de 1988 no Es-

Propriedade N2 casos Registro¥* Mes Idade Municipio
1 1 424-88 05 18m  Ubirata
1 483-88 06 18m Ubirata
2 1 580-88 07 18m Ivaipora
3 2 660-88 07 3a Pitanga
4 1 6H18-88 07 2a Morretes
5 1 620-88 o7 la Campo Mourao
6 1 623-88 07 Sa Faxinal
7 2 630-88 08 2a Antonina
8 3 631-88 08 3a Lapa
1 642-88 08 la Lapa
) 1 670-88 08 2a Braganey
10 1 702-88 08 2a S.M. do Iguagu
11 1 656-88 08 2a Morretes
12 1 657-838 08 2a Morretes
13 1 727-88 08 2a Campina Lagoa
14 1 734-88 08 Sa Faxinal
15 2 731-88 08 6a Bom Sucesso
16 6 742-88 08 7a  Perola D'Oeste
17 1 778-88 08 18m Assai
18 2 810-88 09 3a  Cornelio Proc.
19 2 874-88 09 la S. Pedro Ivai

“Numero do protocolo do Livro

Diagnéstico Marcos Enrietti - SEAB-Parana.

de Bacteriologia do Centro de
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ldentificacao taxonomica dos roedores capturados em fazendas

dos municipios de Ivaipora e Faxinal no Estado do Parana.

Municipio Familia

Fazenda Genero Espécie
1 Ivaipora Mundidae Ratius sp. Rattus ratituas
1 Ivaipora Muridae Rattuas sp. Rattus nattus
I Ivaipora Munridae Rattus sp.  Rattus natius
I [vaipora Muridae Ratituas sp. Ratius natius
1 Ivaipora Munidae Ratius sp. Raziuas natiuas
1 Lvaiporé Munidae Raittus sp, Rattus aaiiua
1 [vaipora Cricetidae Akodon sp. N. L.
1 Ivaipora Caicetidae Akodon sp. N.I.
2 Faxinal "Muridae Rattuas gp, Ratitus natitus
2 Faxinal Munidae Rattuas sp. Rattus natiua
2 Faxinal Munridae Rattuas sp. Rattus natitus
2 Faxinal Muridae Razitus sp. Rattus natzus
2 Faxinal Muridae Ratius sp, Ratitus natitus
2 Faxinal Catcetidae Akodon sp. NI
2 Faxinal Caiceiidae WNectomys sp. Nectomys squamipes
Simbolos:

N.l. = nao identificado.
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Isolamento de Yensindia paeudotubercudosis segundo a metodo-

logia de isolamento empregada (Ano 1987).

Amostras

Plaqueamento direto Crioenriquecimento a 4OC
isoladas Asa e MC 79 14¢ 21¢
522~1 + n n n
522-2 + n n n
522-3 + n n n
561 + n n n
571-F + n n n
571-1D + n n n
691-F + n n n
691-1ID + n n n
736 + n n n
737-1 + n n n
737-3 + n n n
771 + n n n
783-F + n n n
783-1D + n n n
807-1 + n n n
807-2 + n n n
807-3 + n n n
807-4 + n n n
807-5 + n n n
833 + n n n
871-2 + n n n
871-3 + n n n
871-4 + n n n
941-3 - + 4 .
941-4 - + + +
Simbolos:

+ = Presenca de Yeasindia paeudotubeacudosis

- = Ausencia de Yensinia pseudoituberculosis
n = Nao foi realizada a cultura, devido a resultado positivo

no Plaqueamento direto. ou no 72 dia ou no 14% dia.
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~

Isolamento de Yersinia pseudotubercudosis segundo a metodolo

gia de isolamento empregada (Ano 1988).

Amostras
Plagqueamento direto Cricenriquecimento a 4°c
isoladas
Asa e MC 7@ 14¢ 219

424 L= + 3 -
483-1D + : n n n
483-1G + n n n
580 + n ‘ n n
618 - . . N
620 - - + +
623 - + + +
630-7 - - + +
630-12 - - + +
631-1 + n n n
631-2 + n n n
631-3 + n n n
642 + n n n
656 + n n n
657 + n n n
660-1 + n n n
660-2 . + n n n
670 + n n n
702 + n n n
727 + n n n
731-2 - - - +
731-3 - - - +
734-1D + n n n
734-1G + n n n
742-2 - + + +
742-23 - + + +
742-4 - + + +
742-5 - + + +
742-6 - + + +

742-7 - + + +



[P2]
14

778 + n n n

810-1 + n n n
810-2 + n n n
874-5 + n n n
374-100 + n n n
Simbolos:

+ = Presenca de Yersinia preudotubenculosis

- = Ausencia de Yeasinia pseudotubercudosia

n = Nao foi realizada a cultura, devido a resultado positivo
no Plaqueamento direto, ou no 792 dia ou no 142 dia.

Asa = Agar Sangue

MC - Agar MacConkey

72 = Setimo dia

142 - Decimo quarto dia

212 = Vigesimo primeiro dia
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Fig.l0 - Localizacao geografica dos 21 municipios* do Estado
do Parana. que apresentaram animais positivos para
Yenainia paeudoitubencudosdias.

A relacao dos 21 municipios paranaenses estao dis-
criminados na Tabela 14.



TABETLA 16

Relacao dos 21 municipios do Estado do Parana que apresenta-
ram animais positivos para Yeasinia pseudotubencudlosis e o nu

mero de focos por municipio nos anos de 1987 e 1988.

Numero do Mapa Municipio Nimero de Ffocos
1 Morretes 3
2 Lapa 1
3 Sao Joao 1
4 Perola D'Oeste 1
5 Sao Miguel do fTguacu 1
6 Toledo 1
7 Braganey 1
8 Ubirata 1
9 Campina da Lagoa 1

10 Nova Cantu 1
i1 Campo Mourao 1
12 Pitanga 1
13 Ivaipor5 4
14 Jardim Alegre 4
15 Faxinal 3
16 Sao Pedro do Ivai 1
17 Bom Sucesso 1
18 Congoinhas 1
19 Assai 1
20 Cornelio Procépio 1

21 Antonina 1
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Fig. 11 - Aspecto geral dos animais acometidos de diarreia po

sitivos para Yensinia pseudotuberculdosias.

Fig. 12 - Aspecto de um animal acometido de diarreia positi-
vo para o microrganismo. Notar o estado de depaupe-

ramento geral.



abomaso
apresen

ericas edemaciadas,

¢

(abomasite) de um bovino positivo para Yersinia pseu

13 - Aspecto. edémaciado e ulcerado da mucosa do
dotubercudosdis.

14 - Aspecto das algas mesent

Fig.
Fig

»

tando petequias na serosa bem como linfadenite.
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Fig. 15 - Aspecto edemaciado e hemorragico da mucosa do in-
testino grosso de um bovino positivo para Yernsindia

pseudotubencudosia.

Fig. 16 - Aspecto edemaciado da mucosa do intestino delgado
de um bovino positivo para Yersinia pseudotubercudo

AL 4.



Fig. 17 - Yersiniose pseudotuberculosa. Intestino delgado de
um bovino (infecqﬁo natural). Microabscesso envol-

vendo colonia de bactérias na mucosa. H.E. 40 X.



as

Fig. 18 - Aspecto da mucosa géstrica de um cobaio inoculado

com suspensao bacteriana de Yensinia pseudoitubencu-
. ; o
dosis, cultivada a 28 C.

Fig. 19 - Aspecto das algas intestinais de um cobaio inocula-
do com suspensSo bacteriana do citado microrganismo
cultivada a 28°C. Notar o acumulo de 1iquido no in-

terior dos intestinos.
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Fig. 20 - Yersiniose pseudotuberculosa. Intestino delgado de
uma cobaia (Cavia cobaya). Infeccao experimental 32
horas pés—inoculagao oral. Colonias de bacteéerias en

voltas por neutrofilos (microabscesso) na mucosa.
H.E. 40 X.
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Fig. 21 - Yersiniose pseudotuberculosa. Intestino delgado de
uma cobaia (Cavia cobaya). Infecgéo experimental 32
horas pos-inoculacao oral. Necrose e hemorragia na
mucosa com acumulo de fibrina, neutrofilos e colo-
nias de bactérias na SuperFicie. Hiperemia, discre-
ta hemorragia e infiltracao inflamatoria mista na

submucosa. H.E. 40 X.



Fig. 22 - Aspecto da cultura de fezes positiva para Yezsinia
pseudotuberculosis no Agar Mac Conkey apos 48 horas

a 37OC. Notar pequenas colonias lactose negativas

entre as colonias lactose positivas.

Fig. 23 - Aspecto do comportamento bjoquimico da Yensinia
pseudoiubercudosis no meio presentivo de TSI e no
I.A.L.



5. Discussao

5.1. FREQUENCIA DE Yersinia pseudotuberculosis EM FEZES E

CONTEUDOS INTESTINALS DE BOVINOS ACOMETIDOS DE DIARREIA

A primeira ocorrencia de Yersiniose em animais no
Estado do Parana com diagnéstico bacteriolégico ocorreu  no
ano de 1082 em bufalos. Lstes animais apresentavam diarreia
aquosa fetida como caracteristica principal. Alguns animais
morreram de morte sibita sem apresentar sintomatologia aparen
te (OLIVEIRA et alii, 1983). Posteriormente, nos anos de
1983 e 1984, ocorreram diversos surtos de diarreia bovina,
com altas taxas de morbidade e mortalidade, atingindo ani-
mais com idades superiores a um ano, da racga Nelore,em fazen
das de gado de corte. Os exames bacteriolégicos das fezes ou
dos conteudos intestinais destes animais revelaram a pre-
senca em grande quantidade de colonias lactose negativas, pe
quenas e que bioquimicamente enquadraram-se como Yernaindia
pseudotubercudosis. Da maioria das amostras de fezes,. subme-
tidas ao plaqueamento direto, havia um predominio de colo-
nias do microrganismo citado (WARTH et alii. 1984). Novos ca
808 sucederam-se em diversos municipios deste Estado duran-
te 0s anos de 1985 a 1986. totalizando a ocorrencia de 22
surtos em diferentes propriedades. o que objetivou a reali-

zagao do presente trabalho. durante os anos de 1987 e 19088.
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Foi realizada a pesquisa de Yeasindia paeudotuben
cudoais em 330 amostras bovinas, das quais 060 cepas de Yen-
sinia pseudoitubenculosis foram isoladas. Estas amostras eram
constituidas de 220 fezes de bovinos acometidos de sintomato
logia diarreica. das quais isolaram-se 46 (21,0%) cepas do

citado microrganismo (Tabela 1. Figura 1). Foram tambem exa-

minados 60 conteudos de intestino delgado. apresentando-se
positivos para Yernaindia pseudotubercudosis 9 (15,0%). Tam-
bém foram examinados 56 conteudos de intestino Zrosso. com

5 (9.0%) de positivos para o citado microrganismo {(Tabela 1.
Figuras 2 e 3). Na media geral. 18.0% das amostras exami
nadas. continham o microrganismo pesquisado. Dos 309 bovinos
acomet idos de diarreia. 55 deles apresentavam Yetsince paeu-
dotubercudosia em suas fezes ou em seus conteudos intesti-
nais, o que tambem da uma percentagem de 18% de animais
infectados pelo microrganismo pesquisado . Estes 55 animais.
infectados pertenciam a 31 propriedades distintas. focaliza
das em 21 municipios do Estado do Parana (Tabelas 0. 10, lo

e FiguralO).Estes animais. em sua maioria. pertenciam a
raca Né]c)re, com idades acima de um ano {Tabs. 9 e 10 e Figs. 11 ¢ 12).
Os animais afetados apresentavam uma profusa diarreia aquosa.
muitas vezes acompanhadas de estrias de sangue. Nos poucos
animais que tivemos a oportunidade de realizar uma necrég
sia, presenciéva—se constantemente uma gastroenterite. A mu-
cosa do abomaso apresentava-se edemaciada. com pequenas ylcera
gﬁescﬂssanhuﬂus Hﬁgumllj).A nivel intestinal. observamos as
alcas mesentericas edemaciadas, apresentando petéquias na
serosa. bem como uma linfadenite mesentérica em toda a ex-
tensao do intestino delgado (Fig. 14. A luz intesti-

tinal tanto do intestino delgado como do intestino grosso.
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apresentava-se com conteido aquoso abundante, e a mucosa a-
presentava-se edemaciada e hemorrégica (Figuras 15 e 16).

Quanto as lesoes histopatologicas encontradas
a nivel de intestino delgado, observou-se. conforme mostra a
Figura [7, a preseng¢a de microabscessos envolvendo colonia
de bactérias na mucosa. Os intestinos. tanto o delgado quan-
to o grosso, mostraram necrose de vilosidades. hiperemia, hg
morragia e acentuada infiltracao inflamatoria por mononu-
cleares, com presenca de muitos plasmocitos na mucosa e na
sub-mucosa. caracterizando um quadro tipico de enterite c¢ro-
nica. Os linfonodos mostravam deplecao linfdoide. severo ede-
ma principalmente na regiao medular e discreta hemorragia.No
abomaso a alteracao mais importante encontrada foi o acentua
do edema na sub-mucosa.

Constatou-se portanto, um quadro de lesoes mui-
to semelhantes as encontradas por outros pesquisadores nos
casos de Yersinose bovina, principalmente as necroses
das vilosidades. o edema e a presenca de celulas inflamato-
rias.tambem observadas por BEHRA et alii. 1984; CALLINAN et
alii. 1988; SLEE et alii. 1988 e RIET-CORREA et alii. 1990.
Interessante mencionar de que este quadro de lesoes macros-
cépicas e microscépicas observadas nos casos de Yersiniose
pseudotuberculosa bovina sao tambem observadas nos casos de
Yersiniose pseudotuberculosa em cervideos na Nova Zelandia .
onde esta doenca bacteriana € considerada a mais frequente
nesta especie animal. Segundo HENDERSON (1983). as lesoces
observadas nestes ruminantes silvestres apresentam um qua-
dro que varia de leve inflamacao a severa enterite hemorrégl
ca, associado com abomasites, marcade edema das algas mesen

tericos e de seus linfonodos. Lesaes.pmﬁanto. semelhantes as



apresentadas nas Figuras 13, 14, 15 e 16. nos casos de VYer-
siniose pseudotuberculosé bovina.

Ainda a este respeito. segundo SLEE et alii (198%),
as lesoes histopatolégicas encontradas nos intestinos dos a-
nimais que sofriam de enterite por Y2zsinia pseusotubencudo-
444 diferiram de todas as outras lesoes encontradas nos ca-
sos de salmoneloses, coccidioses, criptosporidiose, febre
catarral maligna e na diarreia viral bovina (BVD). Para 0s
autores, este achado., juntamente com os resultados hematolo-
gicos e sorologicos. comprovam definitivamente de que se tra
ta de Yersiniose pseudotuberculosa bovina e nao apenas o iso
lamento casual do microrganismo.

Quanto aos resultados sorologicos e hemato]égi‘—
cos observados nos casos de Yersiniose pseudotuberculosa bo
vina no Estado do Parana. SUZUMURA (1984) relatou a presen
ca de aglutininas contra Yeasinia pseudotubercudlosis do soro
grupo 0 II1 em 80% dos animais testados. 0 quadro hematico ma
maioria dos animais examinados fol de uma anemia acompanhada
de leucocitose com neutirofilia.Dados portanto semelhantes aos
observados por SLEE et alii (1988) na Australia.

Em trabalho publicado recentemente.,FALCAO(1987).
relata que das 33 cepas de Yeasinia sp. isoladas de animais
no Brasil e tipificadas no Centro Nacional de Referencia de
Yensinia durante os anos de 1980 a 1985,l27 delas pertenciam
a especie Yensinia pseudotubercudosis. todas isoladas de ca-
sos de diarreia bovina no Estado do Parana por WARTH et alii
(1984) com 24 cepas e FERREIRA et alii (1985) com tres. Po-
de-se supor, face ao exposto, de que no Brasil. ate o ano de
1985, os focos com comprovado isolamento de Yeasinia pseudo-

tubeacudvsis concentraram-se no Estado do Parana. No Rio
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Grande do Sul, RIET-CORREA et alii (1990), descreveram a o-
correncia de trés surtos de diarreia acometendo bufalos nos
meses de inverno. Estes surtos provocaram em media a morte
de 8,2% dos bovinos adultos e 22,1% dos animais mais jovens.
Yeasinia pseudotubercudldosis sorogrupo Ol foi isclada em cul-
tura pura. Us autores citam no trabalho os isolamentos do
mesmo microrganismo pertencente ao sorogrupo O III., realiza-
dos por OLIVEIRA et alii (1983), SUZUMURA (1984) e WARTH et
alli (1984) no Brasil e os realizados por BEHRA et alii
(1984) na India e por CALLINAN et alii (1988) na Australia.
Face a literatura consultada. os autores acreditam que este
sorogrupo O I tenha sido pela primeira vez isolado de bufa-
los em nosso pafs.

Coincidentemente. o primeiro foco de Yersiniose
pseudotuberculosa no Estado do Parana tambem ocorreu envol
vendo a especie bubalina , diagnosticado por OLIVEIRA et alii
(1983). no qual os animais tambem apresentavam diarreia aquo
sa fetida.

‘ Outros episédios. associando Yerasdinia pseudoiu-
berncudosis a casos de diarréeia em bovinos, bufalos e cervos.
tambem ocorreram em outros paises.

Nos estados Unidos, WETZLER & HUBBERT (1968)., i~
solaram Yensinia pseudotubencudosis de um caso de pneumonia
e enterite em um bezerro de tres meses de idade.

HENDERSON (1983) na Nova Zelandia. relatou a o-
correncia de mortes subitas ou mortes apés episédios de diar

~

reia em cervos. A necropsia. constatou-se abomasites, enteri
tes, linfadenites e hepatites. Das 61 cepas de Yersindia paeu
dotubercudosis isoladas. 9 pertenciam ao sorogrupo 0 III,

Tambem na Nova Zelandia. HODGES et alii (1984).



107

realizaram um trabalho de sorotipagens em 234 cepas de Yen-
sinia pseudotuberncudosis de origem animal. Destas, 56 foram
isoladas de bovinos. Os autores citam que estas cepas foram
isoladas de animais que morreram ou que mostravam-se doen-
tes, tendo como sintomatologia principal a diarreéia.

No mesmo pais, HODGES & CARMAN (1985). relataram
que nos anos anteriores a 1978, VYensinia pseudotubernculdosis

fei diagnosticada neste pais, principalmente em passaros,coe

lhos e cobaios e raramente em ruminantes. Entretanto. entre
1978 e 1982, houve grande ocorrencia em criacoes de cervos.
De 629 casos ocorridos nestes ruminantes silvestres. 275§

(43.2%) destes. foram devido ao citado microrganismo. Segun
do os autores, acredita-se que esta elevada percentagem de-
va-se a répida expansao do numero de fazendas de Criagéo
desta espécie animal. Porém durante os anos de 1083 a 1984,
ocorreram 251 casos de isolamento de Yeasdinia paeudoiubencu-
dosi4 de bovinos e nos dez anos anteriores, apenas 59 casos.
Os autores nao sabem se estes achados refletem uma maior
incidencia do microrganismo na espécie bovina ou se occorrer-
ram melhorias técnicas nos diagnésticos realizados.

Na India, BEHRA et alii (1984). isolaram de bu-
falos com idades variando entre 6 a 9 meses., durante os me-
ses de inverno Yensinia paeudoitubenculdosis.Os animais apresen
tavam diarreia e segundo os autores, face a literatura con-
sultada. trata-se do primeiro caso de ocorrencia deste mi-
crorganismo atingindo bovinos naquele pais.

Na Argentina, PUEYO et alii (1987), descreveran
o isolamento de Yensinia paeudoitubercudosis 111  de um bezerro
com 8 a 10 meses de idade, apresentando um quadro enterico

com manifestacoes de diarreia. Os autores chamam a atencao



para o que eles chamam de "um caso pouco frequente de enteri
te purulenta em bovinos".

Na Australia, CALLINAN et alii (1988). descreveram
uma sindrome de diarreia e morte em bovineos, associada a Uei
sindia pseudotubenculosis. Neste trabalho. os bovinos afeta-
dos apresentavam uma profusa diarreia, inapeténcia e desidra
tagéo. Forém realizados exames bacteriolégicos nos orgaos
de 22 animais, dos quais isoclou-se 33 cepas de Yonsindia paeu
dotubercudosis, a partir de conteudo de intestino delgado,
grosso,. linfonodos mesentéricos e pulmoes. Os autores acre-
ditam, face a literatura consultada, que surtos de doenca
entérica bovina associada a Yersindia pseudotubercudosis nao
tenham sido descritos previamente,

No mesmo pais, SLEE et alii (1988), descreveram o
isolamento de Yersinia pseudvtubercudlosis de 222 bovinos (be
zerros desmamados e novilhos e adultos) que apresentavam sin
tomatologia diarréica.

Outros trabalhos relatando o isolamento de Yea-
sinia pseudotubeaculosis em fezes ou fragamentos de orgaos,
foram executados a nivel de fazenda ou mat adouros, provenien-
tes de bovinos aparentemente sadios (ZEN-YOJI et alii, 1974;
CABASSI et alii, 1976; BREWER & CORBEL., 1983; FUKUSHIMA et
alii, 1983; HODGES & CARMAN, 1985%).

Porém, sao citados trabalhos. associando VYeasi-
nia pseudoiubercudosis a problemas clinicos em bovinos, nao
entéricos (MAIR & HARBOURNE, 1963; WETZLER & HUBBERT, 1968;
LANGFORD, 1969; HUBBERT, 1972; MESSERLI. 1972; GELEV. 1975;
DEE, 1985; JERRET & SLEE, 1989).

Verifica-se, portanto, face a literatura consul-

tada, que sao poucos os trabalhos publicados associando yef
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ainia pseudotuberculvsis a casos de problemas entéricos em
bovinos.

A maioria dos trabalhos referem-se a ocorrencia
de Yeasinia pseudotuberculosis associada a problemas reprodu
tivos na espécie bovina, sendo o microrganismo isolado a par
tir do feto ou de seus envoltorios fetais (QUEVEDO, 1934;
MAIR & HARBOURNE; 1963; LANGFORD, 1969; GELEV, 1975: DEE,
1985; JERRET & SLEE, 1989).

A ocorrencia deste microrganismo associado a pa-
tologias em bovinos e tao rara. que MOLLARET (1961)
afirmava de que ate entao nao havia comprovacao de sua ocor
réncia, com certeza, em bovinos. 0 mesmo autor e colaborado-
res, no capitulo referente a Yersinia pseudotubercudosias, re
afirmam que a doeng¢a, Yersiniose pseudotuberculosa, ocorre
nos herbivoros de uma maneira geral, a exceqéo dos bovinos
e dos equinos (MOLLARET et alii, 1982). Parecer semelhante
havia em relagao a sua ocorrencia em cabras e ovelhas. Segun
do MOLLARET & PLACIDI (1964), infeccoes comprovadas em ca-
bras e ovelhas pela Yersiniose pseudotuberculosis sao muito
raras. Citam os autores que em obras de renome como "Trai-
te de Microbiologie" e "Microbiologie Vetcerinaire", estes a-

nimais bem como os herbivoros em geral, sao refratarios a in

feccao.

Face ao exposto. o encontro de Yeasdindia paeudoiu
berculdosia em percentagens, como as do presente traba
lho (18%) (Fig. 1, 2 e 3) nas fezes ou conteudos intesti-

nais de bovinos com sintomatologia diarreica no Estado do Pa
rana, conjuntamente com © quadro de lesoes apresentados (ma
cro e microscopicas).parece indicar que o microrganismo pos-

sa estar implicado no desencadeamento desta sintomatologia.A



mesma opiniao é compartilhada por BEHRA et alii (1984),SUZU-
MURA (1984) e WARTH et alii (1984);PUEY0 et alii, 1987; SLEE
et alii (1988); CALLINAN et alii (1988) e RIET-CORREA et
alii (1989), contrarias portanto, as opinioces de MOLLARET
et alii (1982).

No Estado do Parané, durante os anos de 1982 a
1086, 22 propriedades rurais distintas tiveram seus animais
atingidos por problemas diarréicos, com isolamento de Yersi-
nia pseudotubenculdosia das fezes ou dos intestinos.
No presente trabalho, durante os dois anos de observacoes, 3!
propriedades em 21 municipios do Estado do Parana (Tabela 16
e Figura 10) tiveram seus animais afetados pelo mesmo tipo
de problema. Portanto.ao contrario do que ocorre nos outros
lugares, o isolamento de Yersinia pseudoubeacudosis de ca-
sos de diarreéia bovina no Estado do Parana & uma constata-
cao frequente e preocupante, ja que o rebanho paranaense con
ta com aproximadamente 8 milhoes de cabegas de gado. sujei-
tos a risco. As facilidades do transporte rodoviario de ani-
mais de um Estado a outro podem facilitar a difusao desta
doenc¢a infecto-contagiosa tornando o quadro ainda mais preo-
cupante, quando sabemos que o rebanho nacional aproxima - se

das 100 milhoes de cabecas.

5.2. SENSIBILIDADE E RESISTENCIA A0S ANTIBIOTICOS E QUIMIOTE

RAPICOS

Quanto a sensibilidade apresentada pelas 60 ce-

pas de Yeasinia paeudotubencudosis observou-se que, as mes-



mas mostraram-se sensiveis a Tetraciclina (30ug), Cloranfe
nicol (30ug), Estreptomicina (10pg), Neomicina (30ug), Cana-
micina (30ug), Gentamicina (10ug), Penicilina (10 U.I.), Am-
picilina (10ug), Cefalotina (30ug), Amicacina {30ng), Colis
tina (10ug), Polimixina~B (300ug), Nitrofurantoina (300ug).
Por outro lado apresentaram resistencia as Sulfonamidas (300
ug), Sulfa-Trimetoprim (25ug) e Novobiocina (30ug). (Tabe-~
la 2).

No Parana, SUZUMURA (1984) e WARTH et
alii (1984),“&)FiUNﬂm as sensibilidades apresentadas pelas
cepas de Yersinia paeudotubercudosis isoladas nos surtos de
diarréia. Porém, estas cepas foram testadas posteriormente
apresentando identica sensibilidade aos mesmos antibioticos
utilizados no presente trabalho. Segundo os autores cita-
dos houve pronta resposta a antibioticoterapia (cloranfeni
col e tetraciclina) instituida a nivel de campo.

Na india, BEHRA et alii (1984), verificaram a sen-
sibilidade aos antibioticos e quimioterépicos da cepa de
Yersinia paeudotubencudosis sorogrupo 0 ITI, isolada de bu-
falos, constatando que a mesma apresentava resistencia a Pe
nicilina na concentraggo de 5 U.I., a Tetraciclina (10 ug),
Eritromicina (10ug) e a Sulfadiazina (200ug). Porem apresen
tou sensibilidade ao Cloranfenicol (30ug), Ampicilina (25ug
Kanamicina (30uwg), Gentamicina (10ug), Polimixina-B (250 U.
I.), Cephaloridina (30ug), Acido Nalidixico (30ug), Cloxa-
cillina (10ug), Carbenicillin (50pg), Colistin A 50.g). Fu-
radantina (250pg) e Septran (200ug). Sensibilidade interme-
diaria foi notada para Estreptomicina (25ug) e Neomicina (10
ug). Verifica-se que, apesar das cepas isoladas tanto na In-

dia quanto no Estado do Parana pertencerem aoc mMesSmo 501081UpPoO



estas apresentaram diferencas quanto a sensibilidade
e resistencia frente aos antibioticos e quimioterépicos. As
cepas isoladas no estado do Parana apresentaram sensibili-
dade a Penicilina e a Tetraciclina, enquanto a cepa isolada
na India apresentou resistencia a estes antibidticos. Po-
rém deve-se levar em conta que a concentracao de antibioti-
cos nos discos de Penicilina (5 U.I.) e de Tetraciclina (10
ng) utilizados por BEHRA et alii (1984) eram menores do que
as concentracoes desses mesmos antibioticos utilizados
no presente trabalho. as quais, continham no disco de Pe-
nicilina a quantidade de 10 U.I. e no disco de Tetraciclina
{30ug). Portanto, a cepa da Iindia poderia apresentar mes
mo comportamento frente aos dois ant ibidticos citados. caso
as concentracoes contidas nos discos fossem as mesmas.

Na Australia, SLEE et alii (1988),citaram que
das 163 cepas de Yeasdinia pseudoitubencudosis isoladas. 18
(Q4%) mostraram-se resistentes a um ou mais antibioticos :
192 (99,5%), mostraram sensibilidade a ampicilina e a neomi
cina; 176 (91,2%), sensiveis a estreptomicina e as sulfona-
midas e 193 (100%). sensiveis a tetraciclinas e ao trimeto-
prim. Segundo os autores. 0s animais tratados com tetraci
clina ficaram curados.

Na Australia, CALLINAN et alii (1988), verifi-
caram a sensibilidade das 30 cepas de Yersinia pseudotuben-
cudlvsis sorogrupo 0 111, constatando serem todas sensiveis
ao Cloranfenicol (30ug) e a Neomicina (30ug). Vinte e nove
apresentaram-se sensiveis a Ampicilina (10pg), a Furazoli
dona (100ug) e ao Sulfametoxazole-trimetoprim (25ug). Vin
te e oito apresentaram sensibilidade a Tetraciclina (30

pg), vinte e seis sensiveis a Estreptomicina (10ug) e 19 ce



pas resistentes as Sulfonamidas (300ug). Portanto, nao
houve homogeneidade de resultados entre as cepas isoladas.
como ocorreu no presente trabalho.

Segundo BERCOVIER & MOLLARET (1984), Yernasindia
sp. sao sensiveis "in vitro" aos seguintes antimicrobianos:
Tetraciclina, Cloranfenicol. Estreptomicina, Gentamicina,Ca
namicina. Neomicina., Acido Nalidixico e Sulfonamida ou esta
ultima associada com Trimetoprim. No presente experimento
verificamos que as 60 cepas de Yeasinia poeudoubencudosias
apresentaram-se resistentes tanto as Sulfonamidas como a as
sociacao com Trimetoprim. Os mesmos autores citam gue os
membros do género Yernsinic apresentam resistencia a Novobio
cina, fato tambem constatado no presente trabalho.

FALCAO (1976). verificou a sensibilidade das
49 cepas de Yeasindia pseudotubeaculosis de origem humana e
animal, concluindo que elas mostraram-se sensiveis a Sulfa-
diazina, Acido Nalidixico, Estreptomicina. Kanamicina, Gen-
tamicina. tetraciclina. Cloranfenicol. Penicilina G. Ampici
lina. Carbenicilina e Cefalotina, porém com comportamento
variavel frente a Colistina.

TSUBOKURA et alii (1984), analisando a suscepti
bilidade a ampicilina de 225 cepas de Yeasinia pseudoiuben-
cudosis isoladas de diversas espécies animais. verificaram
que 182 (80,9%) delas mostraram sensibilidade a este anti-
biotico.

No presente trabalho. as amostras apresentaram
sensibilidade "in vitro" tanto a Tetraciclina como ao Clo-
ranfenicol. sendo. estes antibioticos utilizados para debe
lar os casos de diarreia no Estado do Parana. apresent ando

otimos resultados. A diarreia cessava. logo apos o tratamen



to sem recidivas. No surto ocorrido na Australia. CALLINAN
et alii (1988) e SLEE et alii. observaram que o tratamento
a base de antibioticos surtiu otimos efeitos. o que segun-
do os autores, responsabilizaria um envolvimento bacte-
riano no desencadeamento desta sindrome. Nio tendo sido iso
lado nenhum outro enteropatégeno alem da Yeasindia paeudotu-
benculosis, os autores acreditam que haja uma forte eviden-
cia da sua participagéo no quadro clinico de diarréia. Con-

clusces semelhantes temos a tespeito.

5.3. CLASSIFICAQ@O SOROLOGICA DAS CEPAS DE Veasimia paseado-

tubeacudosis

No que se refere aos sorogrupos envolvides nos
casos de diarreia bovina., as 60 cepas isoladas pertenciam
ao sorogrupo 0 II1. (Tabelas 3 e 4 ). As cepas anteriormen
te isoladas, durante os anos de 1982 a 1986, de casos de
diarreia bovina no Estado do Parana e enviadas por WARTH et
alii{1984) e FERREIRA et alii (1985) conforme dados publica
dos por FALCAO (1987), tambem pertenciam ao sorogrupo 0 III.
0s casos de diarreia em bovideos diagnosticados por OLIVEIRA
et alii (1983) e SUZUMURA (1684), igualmente pertenciam ao
sorogrupo 0 II1.

Quanto a predominéncia de certos sorogrupos so-
bre os outros, MAIR et alii (1979), relataram que Yeasinia
paeudotubercudosis sorogrupo 0 III causando Yersiniose nos
animais tem sido raramente encontrada na Gra-Bretanha. Se-
gundo os autores. de 1959 a 1976, de um total de 470 cepas

de Yersinia pseudotubencudosis de origem animal., 352 per-

tenciam ao sorogrupo 0 I; 78 ao sorogrupo 0 II; 206 ao soro-
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grupo 0 IIT (5,5%); 8 ao sorogrupo 0 IV e 6 ao SOrogrupo
0 V. No que se refere ao sorogrupo 0 III, destas 26. 22 fo-
ram isoladas de abortes ovinos e duas de abortos bovinos. As
duas restantes foram isoladas do intestino de um suino apa-
rentemente sadio e outra, do intestino de um macaco captura-
do.

Segundo ACHA & SZYFRES (1986), Yeasdinia pseudoiu-
benculosis sorogrupo 0 I € o predominante tanto nas infec-
gaes humanas quanto animais. Resultado que vem a confirmar
os achados de MAIR et alii (1965) e MAIR et alii (1970).

Outro detalhe importante e quanto a ocorréncia de
certos sorogrupos em determinados paises. WETZLER & HUBBERT
(1969) nos Estados Unidos. sorotiparam 19 cepas de Yeasindia
paeudotubencudosis de origem animal. verificando que 15 de-
las pertenciam ao sorogrupo 0 I, 3 ao sorogrupo 0 III e 1 ao
sorogrupo 0 I1II.

Na Inglaterra. MAIR (1965). descreveu o isolamen-
to de duas cepas de Yensdinia peeudotubencudosis pertencen-
tes ao sorogrupo 0 I, de origem bovina.

Segundo THAL & KNAPP (1071). o sorogrupo O VI es-~
ta confinado ao Japao.

0 sorogrupo 0 I, sub-grupo A. tambem foi o mais
frequente nos casos de abortos bovinos (MAIR & HARBOURNE.
1963; MAIR, 1975).

No caso de mastite bovina o sorogrupo identifi-
cado foi o O L1 (MESSERLI, 1972).

No Japao, foi identificado o sorogrupo 0 11, sub-
grupo B de fezes bovinas. sorogrupo que segundo os autores.
foi pela primeira vez isolado no pais (FUKUSHIMA et alii.

1983).
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Na Italia. de um linfonodo bovino CABASSL et alii
(1976) isolaram uma cepa de Yeasinia pseudoiuberculosis pertencente
ao sorogrupe 0 I.

Nos isolamentos ocorridos na india por BEHRA et

alii (1984). nos Estados Unidos por HUBBERT (1972) e na Aus-

b ol

tralia por CALLINAN et alii (1988) e SLEE et alii (195%)

¢

as cepas pertenciam ao sorogrupo 0 III e estavam associa
das a problemas entericos em bovinos e bubalinos.

HENDERSON (1983) na Nova Zelandia. relatou que de
61 cepas de Yeaainia pseudoiubencudvsls isoladas de 57 ca-
sos clinicos em veados. 35 (57%) pertenciam ao sorogrupo OI,
17 (28%) ao sorogrupo O I1 e 9 (15%) aco sorogrupo 0 I11I. Nao
foram isoladas cepas pertencentes ao sorogrupo 0 IV e 0 V.

HODGES & CARMAN (1985), tambem na Nova Zelandia
isolaram 134 cepas de Yeasindia pseudoiubercudosis de amos-
tras bovinos. das quais 125 (93,2%) foram identificadas co-
mo pertencentes ao sorogrupo 0 IIL. 6 (4,47%) a0 SOrogrupo
0 I e 3 (2.23%) ao sorogrupo 0 II.

Na Argentina. PUEYO et alii (1987). isolaram de
um bezerro com diarreia Yeasinia paeudotubenculdosis perten-
cente ao sorogrupo O III.

Na Alemanha Ocidental. WEBER (1988) citou que das
227 cepas de Yeasindia pseudotubencudosis isoladas de animais
domeésticos e silvestres. 180 (79.3%) pertenciam ao sorogrupo
0 I. 42(18,5%) ao sorogrupo 0 II, e 5 (2.2%) ao sorogrupo O
III. Os autores concluiram que Yerainia pseudotubercudosis
e um microrganismo amplamente distribuido entre os animais e

que nao apresenta especificidade de sorotipos e hospedeiros.

Neste trabalho nao foram isoladas cepas de origem bovina.

Na Australia, JERRET & SLEE (1989) . citaram que das



tres cepas de Yeasinia paeudotuberculosis isoladas de casos
de aborto bovino, uma delas foi sorotipada e pertencia ao SO
rogrupo 0 III. Os autores chamam a atencao para o fato de
gque este sorogrupo e muito comum em inFecgaes entericas bo-
vinas no sul da Australia.

Segundo SLEE et alii (1988). diversos pesquisado-
res tem observado certa preponderﬁncia do sorogrupo O III1 de
Yernsindia paeudotubescudosis em bovinos e suinos, e raramente
em péssaros, roedores e outros animais.

Ainda em relacao sorogrupo O 111 de Yersinia paeu
dotubercudosis, SLEE et alii (1988), verificaram que 185 das
193 cepas de Yeradindia paeudotubencudosis do mesmo sorogrupo
isoladas de surtos de diarreia bovina na Australia. mostra-
ram reacoes fermentativas atipicas em relacao a melibiose e
a rhamnose-dando reagao negativas a estas provas. E~te coupop
{ament o em relagéo ao sorogrupo 0 III. jé fora amplamente
discutida por TSUBOKURA et alii (1984). que demonstraram que
as cepas de Yerainia peeudoitubencudosis poderiam ser dividi-
das em dois grupos baseados na fermentacao ou nao da melibio
se. Segundo estes autores as cepas nao fermentadoras da me-
libiose restringiram-se ao sorogrupo 0 III e as fermentado-
ras aos demais SOorogrupos. Observagaes semelhantes foram
tiradas por MAIR et alii (1979), quando verificaram que todas
as 37 cepas deste sorogrupo falharam em fermentar a melibio-
se, mesmo apés 21 dias de incubaggo a 3OOC e a 37OC. Os auto
res tambeém verificaram que as cepas dos outros ¢inco soro-
grupos fermentaram este agucar. Anteriormente TSUBOKURA et
alii (1984), WETZLER & HUBBERT (1968), quando realizaram pro-
vas bioquimicas com cepas de Yeasinia pseudotubencudosdis iso

ladas de mamiferos, verificaram que a cepa pertencente ao soro
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grupo 0 II1 1isolada de uma vaca, apresentava reagaes bio~
quimicas atipicas em relacao a rhamnose. enquanto todas as ou
tras 18 cepas fermentaram este acucar. Embora nao mencionem
o resultado apresentado por esta cepa em relacao a melibio-
se, os autores citam que das 19 cepas, 17 nao a fermentaram.

Verifica-se entaoc, a ocorrencia de dois sorogru-
pos causando diarreia ou associados a diarreias em bufalos
e bovinos no Brasil. O sorogrupo O ITT em bufalos (OLIVETIRA
et alii, 1983) e bovinos (SUZUMURA. 1984: WARTH et alii. 1984
FERREIRA et alii. 1955 ¢ SARIDAKIS et alii. 1085). no
Estado do Parana e o sorogrupo O I, no Ekstado do Rio Grande
do Sul (RIET-CORREA et alii, 1990).

Em relagéo as cepas isoladas no presente traba-
lho., verificou-se que todas apresentaram esta caracteristica
atipica em relacao a melibiose lLambem verificada pelos auto-

res citados acima. conforme demonstrado nas Tabelas 3 e 4.

5.4. PATOGENICIDADRE EXPERIMENTAL A COBAILDS

Quanto a verificaq5o da patogenicidade apresenta-
da pelos poss{vejs sorogrupos isolados., escolheu-se aleato-
riamente a cepa de Yeasindia paeudotubeacudosis n? 734-88,
jé que todas as 60 cepas pertenciam a um mesmo sorogrupo ( O
111).

A escolha das temperaturas (28OC e 40C) para a
multiplicagéo do citado microrganismo baseou-se nos seguin-
tes criterios e objetivos: Segundo BERCOVIER & MOLLARET
(1984), em cultivos repetidos. as cepas de Yezsainia sp. de-

o}

vem ser cultivadas nas temperaturas de 25—280C e nao a 37°C

para nao perderem a virulencia, razao pela qual escoclheu-se
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a temperatura de 28°C. Ja a escolha da temperatura de 4°C
baseou-se nas justificativas de BERCOVIER & MOLLARET (1984},
segundo as quais, a maior incidencia de casos de Yersiniose
pseudotuberculosa se daria nos meses mais frios do ano, pelo
fato de que este microrganismo, mesmo na temperatura de 4OC,
se multiplicaria nos reservatorios teluricos (MOLLARET et
alii, 1982). Assim, ao escolhe-la de certa forma, estaria-
mos simulando uma situagao possivel a nivel de campo.

Nos cobaios que receberam suspensao bacteriana

. 0 .- L .
cultivada a 28 C observou-se.ja nas primeiras horas pos ad-

ministragao oral, pelos arrepiados, anorexia. tristeza
e secrecao ocular. As fezes colhidas neste perfudu nao  se  a
presentavam diarreicas. mas pastosas. amolecidos. bem dife-
rentes das fezes normais do cobaio testemunha.

Verifica-se na Tabela 5 que os dois cobaios inocu
lados vieram a obito durante o 22 dia do experimento. por
tanto nao completando as 48 horas. Um dos cobaios morreu a-
pés 32 horas do inicio do experimento e o outro 34 horas a-
pés. Conforme demonstrado na mesma tabela. os exames bacte-
riologicos das fezes destes cobaios revelaram-se positivos
para Yensinia pseudotubencudoais ja nas primeiras 24 horas
apés a administracao oral. A necropsia. um dos cobaios apre;
sentou severa gastroenterite (Figura 18). O outro cobaio, a-
pesar de nao apresentar gastrite, apresentou enterite (Figu-
ra 19). Conforme demonstrado na Tabela 0., isolou-se o citado
microrganismo a partir dos conteudos estomacais. intestinais
(intestino delgado e intestino grosso) e do figado. Nao se

obteve isolamento dos pulmoes e do bacgo.

Quanto as lesces histopatologicas apresentadas
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a nivel do intestino delgado, verifica-se na Figura 20, a
presenca de bacterias envoltas por neutrofilos. caracteri-
zando um microabscesso na mucosa e na Figura 21. a presencga
de necrose e hemorragia na mucosa com acumulo de fibrina.
neutrofilos e colonias de bacterias na superffcie alem de hi
peremia, discreta hemorragia e infiltracao inflamatoria mis-
ta na sub-mucosa, Lesoes estas ja descritas por outros pes-~
quisadores e compativeis com as apresentadas nas inFngSes
em animais por Yersindia poeudoiubencudlosis (MOLLARET, 1961:
WETZLER. 1972: OBWOLO, 1976: TRENCHI et alii. 1978).

Quanto aos animais que receberam a suspenséo bac-
teriana cultivada a 40C. observou-se um quadro clinico totai
mente diferente do observado nos cobaios que receberam sus-
pensao bacteriana cultivada a 28°C. Os animais mantiveram-se
sem apresentar gqualquer sintoma perceptivel ate o 79 dia pés
administracao oral. Ate este dia os animais vinham se ali-
mentando normalmente e as fezes mostravam-se normais. sem al
teracao na sua consisténcia. Ja no 82 dia. um dos cobaios
apresentou leve diarreia. enquanto que o outro. nao apresen
tou esta alteracao. A partir deste dia os animais nao se a-
limentaram mais e apresentaram constipacao intestinal. Ema-
greceram rapidamente. mostravam-se com os pelos arrepiados e
debilitados. No 112 dia um deles veio a obito e no 139 dia
o outro {(Tabela 5). Conforme demonstrado na mesma tabela. os
exames bacteriolégicos das fezes destes cobaios. mostraram -
se positivos no primeiro dia para um dos cobaios. enquant o
que para outro, gsomente no- 32 dia. Observé-se que
houve alternancias de resultados. ora positivos. ora negati-
vos. Porem, a partir do 02 dia nas fezes do cobaio A. nao con

seguiu~se mais o isolamento do microrganismo, enquanto



que nas do cobaio B, isto s6 veio a acontecer no §2 dia. Ob-
serva-se também que a partir destes dias (69 e 82), nao con-
seguiu-se mais isolamento ate o final do experimento. A ne-
crépsia, nao se observou alteragaes macroscépicas percepti—
veis nos 6rgaos internos, a nao ser a presenca de nodulos
purulentos nos figados dos dois cobaios, dos quais isolou-
se o microrganismo em cultura pura. conforme demonstrado na
Tabela 4. Obteve-se também, isolamento de conteudo do intes-
tino delgado do cobaio B. (Tabela 6).

Nos testes de virulencia com cepas de Yeasindia poeu
dotubencudvsis sao utilizados diferentes animais de laboraté

rio e vias de inoculacao (CARTER, 1975: PAI & MORS. 197

o

:RIC
CIARDI et alii. 1978; MAIR et alii. 1970: GEMSKI et alii,
1980; LAIRD & CAVANAUGH, 1980; KAPPERUD. 1080: NUNES & RICCI
ARDI, 1981; OKAMOTO et alii. 1981: PAl & DESTEPHANC. 1982

CHANG et alii., 1984; TSUBOKURA et alii. 1984).

Segundo BERCOVIER & MOLLARET (1954). a doencga
denominada de Yersiniose pseudotuberculosa. pode ser repro-
duzida experimentalmente em cobaios e camundongos via "per

os". Conforme MOLLARET et alii (1982). a doenca natural pode
ser reproduzida pela ingestéo repetida de suspensaes bacte-
rianas. Salientam os autores que uma Gnica ingestéo provoca
apenas o estado de portador transitorio ao passo gque. inocu-
lacoes repetidas, apés 15 dias em media. surge a diapréia. e
magrecimento e morte.

No presente experimento os animais puderam ter
contato com o microrganismo na égua de beber, por apenas 24
horas, apés as quais. foi retirada a suspensao e substituida
por égua potével. Apesar deste contato ter sido possivel ape

nas no 12 dia,os animais ingeriram a suspensac varias vezes
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neste dia, o que vem em parte ao encontro do que citaram
MOLLARET et alii (1982). da necessidade de serem doses repe-
tidas. Os dois cobaios Qgque receberam suspensao cultivada a
28°C. vieram a obito apés 34-46 horas do inicio do experimen
to. revelando ser a cepa de Yersinia pseudotubenculosa SO~
rogrupo O III, escolhida aleatoriamente.patogénica para os
cobaios. A rapidez com que os animais vieram a obito sem a-
presentar a sintomatologia diarreica é t{pica das formas agu
das da doenca (ACHA & SZYFRES., 1G77).

Ainda quanto aos cobalos inoculados. segundo ACHA
& SZYFRES (1977) os surtos de Yersiniose pseudotuberculosa
nas criagoes de cobaios geralmente ocorrem sob a forma sub-
aguda. Segundo estes autores, os linfonodos mesentericos a-
presentam-se tumefatos e caseosos, encontrando~se com fre-
quencia abscessos nos orgaos internos. Os animais emagrecem
rapidamente e com frequencia apresentam diarréia. Nesta for-
ma, a doenga pode perdurar por um mes aproximadamente. Ja na
forma aguda ou septicémica, mais rara, o animal morre em
poucos dias.

Os quadros clinicos apresentados pelos cobaios
inoculados parecem enquadrar-se nas duas formas clinicas dis
tintas citadas pelos autores acima. Os cobaios inoculados
com a suspensao cultivada a 4OC apresentaram a forma clini-
ca considerada sub-aguda e os cobaios que receberam a

~ . o) s .o~
suspensao cultivada a 37 C a forma clinica aguda ou septice

mica.



Um dos motivos para a ocorrencia de quadros cli-
nicos tao distintos com uma mesma cepa bacteriana prova-
velmente esteja nas temperaturas escolhidas para a multipli-
cacao do microrganismo. KAPPERUD et alii (1984), quando cul-

tivaram uma cepa de Yeasindia pseudoiubencudosis na temperatu

ra de 37OC, verificaram, com o auxilio da microscopia eletro-
nica, a presenca de apéndices semelhantes a fimbrias na su-
perficie bacteriana. Ao cultivarem esta mesma cepa na tempe-
ratura de 22°C, estes apendices ja nao estavam presentes.Em
bora a sua produqéo seja mediada por plasmfdeo. a sua expres
sao fenotipica s0 se manifesta em determinadas temperaturas
de cultivo. Este fenomeno tambem acontece com a capacidade
autoaglutinante deste microrganismo. Segundo estes autores

e possive} que estes apendices desempenhem um papel semelhan
te ao desempenhado pelas fimbrias da &. codd,

Talvez a falta destes apéndices e que tenham im-
possibilitado a fixacao da cepa de Yersinia pseudotuberculo-
444 cultivada a 4OC nas celulas epiteliais do intestino del-
gado dos cobaios, nao produzindo assim o quadro enterico.

Porém esta cepa de Yeasinia paeudoitubenculosis cul
tivada a 40C tambem mostrou ser patogénica para os cobaios.
Ambos animais tambem morreram com quadros clinicos de caque
xia e emagrecimento, apresentando abscessos hepéticos, tipi-

cos da Yersiniose pseudotuberculosa dos roedores conforme ja

citado por MOLLARET et alii (1982). Segundo estes autores,

na reprodugao experimental da doenca., apos 1|5 dias em me-
dia. surgem quadros de diarreia, emagrecimento e morte. reve
lando a necropsia abscessos mesentericos bem como microabs

cessos no figado. baco., pulmoes e rins.

A presenca de abscessos internos em cobaios. tam-
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bem Foram constatados por diversos pesquisadores (SAUTU RIES
TRA. 1930; QUEVEDO. 1934; ECHENIQUE & SOSA DE CARUSO. 1959;
SCHNEIDER, 1968; HUBBERT, 1972; LANGFORD. 1972a; WETZLER,
1972; MAIR et alii. 1975; RUSSEL & SCHILLING. 1976; FUROWICZ
et alii, 1978; MOLLARET et alii, 1982; ROJAS et alii. 1982;
NOSEDA et alii. 1987; PERFUMO et alii, 1987; PUEYO et alii,
1088). Historicamente verifica-se que esta espécie de yea4£
nia so6 recebeu a denominacao de Yersinia peeudoiuberculoasis,
justamente por causar nos animais e no homem. abscessos que
lembram a lesao tuberculosa.

Ainda quanto a rapidez com que os cobaios vieram
a obito (cobaios que peceberam suspensao cultivada a 28°¢)
sem apresentar sintomatologia tipica de diarreia. verificou-
se.a nivel de campo,um gquadro clinico semelhante acometendo
os bovinos nos surtos ocorridos no Estado do Parana. Segun-~
do SUZUMURA (1984), de 170 animais enfermos, 10 tiveram mor-
tes subitas, sem apresentacao de sintomatologia diarreica ti
pica do quadro de Yersiniose bovina neste LEstado. CALLINAN
et alii (1988) na Australia. verificaram que a maioria dos
bovinos acometidos da doenga apresentavam como Sintomatolo-
gia comum a letargia, inapeténcia, desidrataggo e profusa
diarréeia. Porem os autores citam que alguns animais foram a-
chados mortos sem apresentar qualquer sintomatologia.

Também na Australia. SLEE et alii (1988). veri-
Ficaram o fenomeno de morte subita em 92 (41,4%) dos 22
animais afetados pela Yernsindia pseudoiuberculdosis.

Verificou-se tambem. nos historicos enviados por
colegas medicos veterinarios de campo., © fenomeno de "morte
subita" em animais sem apresentacao da diarreia aquosa. Pro-

vavelmente. estas cepas de Yernsinia paeudotubencudosis soro-



grupo 0 III sejam muito virulentas tanto para os bovinos
quanto para os cobaios. 0$  mecanismos de virulencia destas ce-
pas, deveriam ser pesquisados a semelhanca do que se faz com

€. codl enterotoxigenicas.

5.53. OCORRENCIA POS CASOS DE DIARREIA BOVINA COM  ISOLAMEN-
TO DE Yeasinia psewndoiubeacudosis WOS MESES MAIS FRIOS

DO ANO

Comprovou-se estatisticamente conforme ja citado.
associacao entre os isolamentos de Yeasindia paeudoituberncudo-
4i4 dos casos de diarreia bovina e a ocorrencia dos mesmos
nos meses mais frios dos anos de 1987 e 1988.vVerificou-se no
ano de 19087 a ocorrencia de 19 casos distribuidos nos meses
de julho, agosto e setembro (meses invernais) e 3 casos no
mes de junho (outono) (Tabela 7 e Figura 4). No ano de

1988, ocorreram 2 casos distribuidos nos meses de maio e ju-

nho {(outono) e 31 casos distribuidos nos meses de julho e a-

gosto e setembro (meses invernais) (Tabela 8 e Figura
5). No total, durante os dois anos observados, ocorreram
55 casos de diarreia bovina com isolamento do referido mi-

crorganismo, sendo que 5 (9%) no outono e 50 (91%) nos meses
invernais. Verifica-se por conseguinte, que nao houveram iso
lamentos de Yersinia pseudotubeacudosis dos casos de diar-
réia bovina gque ocorreram nos outros meses do ano.

No Estado do Parana, estes meses de inverno ca-
racterizam-se pela ocorrencia de poucas chuvas, temperaturas
baixas. geadas frequentes, com a consequente diminuicao do
crescimento vegetativo das pastagens, perfodo em que 08 ani-

mais mais se ressentem da falta de alimento. A Yersiniose
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pseudotuberculosa é uma doenca infecciosa, contagiosa, cuja
ocorréncia varia conforme as estagaes do ano sendo mais alta
durante as mais frias (MAIR, 1075; OBWOLO, 1976; BERCOVIER &
MOLLARET. 1984).

Segundo MAIR (1973), entre as principais causas
estressantes para os animais o frio e a fome, assumem um pa
pel importante.

Segundo MOLLARET (1961). na Franga a doenga ocor
re com mais frequencia durante os meses mais frios e umidos,
durante o0s quais ocorrem epizootias.

MOLLARET (1968). em 13 anos de observacoes sobre
casos de Yersiniose pseudotuberculosa em lebres na Franca.
verificou que a grande maioria dos mesmos ocorreu nos meses
mais frios do ano.

BORST et alii (1977). na Irlanda do Norte. apos
18 anos de observacoes sobre os casos de Yersiniose pseudotu
berculosa em péssaros. verificaram uma maior incidencia dos
mesmos, nos meses de inverno.

Na Argentina PUEYO et alii (1987). isolaram u-
ma cepa de Yeasinia paeudotuberculosis. durante um experimen
to realizado nos meses de inverno, num grupo de animais que
apresentaVﬂ%“estado nutricional deficiente e recebiam alimen

tacao forrageira de baixa qualidade. A necropsia.este bezer-

i
G004 4 . . . .
ro posz%fVo apresentou ilntensa parasitose gastrointestinal.

Na Inglaterra. OBWOLO (1976). em levantamento dos
casos de Yersiniose pseudotuberculosa durante 19 anos no Zoo
de Bristol. verificou que a incidéencia dos mesmos foi
maior durante os meses mais frios do ano. tratando-se portan

to de uma doenca de ocorrencia sazonal. 0 autor atribui a

maior opcorrencia neste periodo ao stress causado pelo frio.



127

Quanto aos casos de Yersiniose pseudotuberculosa
em bufalos. bovinos e outros ruminantes., verifica-se que os
autores tambem mencionam a sua ocorréncia nos meses de inver
no. Analisando cada caso individualmente:

Na India, BEHRA et alii (1984). relataram que o sur
to de diarreia em bubalinos ocorreu durante os meses de in-
verno.

Na Nova Zelandia, HENDERSON (1983). verificou que
05 cervos capturados em seus ambientes naturais e submetidos
a fatores estressantes nas fazendas de criacoes destes ani-
mais como adaptacao a novas dietas. diminuicao de pastos
durante os meses de inverno, frio e verminose. apresentaranm

maior susceptibilidade a esta doenca.

Tambem na Nova Zelandia. HODGES & CARMAN (1985) .
relataram que a maioriaz dos casos clinicos de Yersiniose pseu-
dotuberculosa em ruminantes foram diagnosticados durante os
meses mais frios do ano. No experimento realizado nos meses
de inverno, em que foram analisadas fezes de bovinos aparen-
temente sadios. verificou-se que 26,3% das mesmas continham
o microrganismo. 0Os autores mencionam que se 0 mesmo experi-
mento fosse realizado nos meses mais quentes do ano. possi-
velmente a percentagem de positivos seria menor.

Na Australia, CALLINAN et alii (1988).verificaram
em tres anos de estudo, que a sindrome diarréica bovina foi
verificada durante os meses de inverno e inicio de primavera.
Os autores mencionam que os animais afetados tinham acesso a
pastagens pouco drenadas e alagadicas, devido as chuvas que
ocorrem neste periodo.

No mesmo pais. SLEE et alii (1988). verificaram

que a grande maioria dos 185 casos de Yersiniose pseudotubez
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culosa bovina ocorreram nos meses de inverno e inicio da
primavera e poucos casos no verao e outono., quando segundo
0s autores, ela raramente ocorre. Ainda a respeito da inci-
dencia sazonal verificada. os autores acreditam que esta.nao
dependa apenas da maior susceptibilidade dos bovinos ao mi-
crorganismos nestas épocas do ano, mas t ambem da capacidade
da Yeasdinia pseudoituberculosis de sobreviver em ~ ambientes
frios e umidos.

No mesmo pais, JERRET & SLEE (1989), isolaram em
tres ocasices distintas tres cepas de Yersinia preudotubencu
{oais associada a problemas reprodutivos. Uma destas aAmos -
tras fol isolada durante o verao e as duas restantes durante
os meses de inverno.

Os surtos ocorridos no Estado do Parana. diagnos-
ticados por OLIVEIRA et alii (1983). SUZUMURA (1984), WARTH
et alii (1984) e FERREIRA et alii (1985) tambem ocorreram du-
rante 0s meses de inverno e inicio de primavera.

No Estado do Rio Grande do Sul. RIET-CORREA et
alii (1990 ) mencionaram que os surtos ocorridos no rnuni(:{pin
de Pelotas. ocorreram durante os meses de agosto e setembro.
quando as condigoes fisicas dos animais nao eram boas. devi-
do a insuficiencia de forragens naquela época do ano.

Portanto. os isolamentos de cepas de Yernsindia
pseudotuberculosis associados a casos de diarreia bovina no
Estado do Parana, nos meses de inverno. tambem estio de acor
do com o que diz a literatura especializada a respeito da

Yersiniose pseudotuberculosa.

5.6. ENVOLVIMENTO DE ROEDORES NA TRANSMISSAO DO MICRORGANIS-
MO A0S BOVINGS

A pesquisa de Yensinia paeudotubencudosis a par-
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tir de conteudos intestinais de roedores capturados resul-
tou negativa. Foram realizados exames bacteriologicos em 30
amostras, sendo 15 conteudos de intestino delgado € 15 con-
teudos de intestino grosso. Apesar dos resultados negativos,
face ao reduzido numero de espécies capturadas e de amos-
tras estudadas. a hipétese de envolvimento destes roedores
na transmissao deste microrganismo aos bovinos nao ficou
descartada. Verifica-se na Tabela 11 . que os roedores captu
rados, pertenciam taxonomicamente a duas Familias diferen-
tes (Munidae e Cricetidae) e a tres géneros distintos (Rdt—
tus sp, Akodon sp. e Nectomys sp.).bstes. foram capturados em
duas fazendas que apresentavam na ocasiao bovinos com sinto
matologia diarréica. com isolamento positivo de Yeisindia poeit
dotubencudosis a partir de fezes ou de conteudos intestinais
destes. O roedor mais frequentemente capturado nas cercanias
das’instalagaés. considerado "comensal". foi o Ratitus rnatius
Tal Frequéncia de captura (1! roedores), jé era de se espe-
rar, pois esta espécie e cosmopolita. considerada proble-
ma a nivel mundial. devido as perdas gque ocasiona principal-
mente no armazenamento de graos. Por outro lado. a captura
de roedores considerados "silvestres" se reveste de maior
dificuldade, principalmente devido a falta de informagaes a
respeito destes animais. no que diz respeito a seus habitos
alimentares. habitat. espécies mais frequentes em determina-
das regioes. etc... Estas dificuldades ja foram enfrenta-
das por outros pesquisadores.

BALTAZARD (1968). no nordeste do pais. quando
realizava capturas de roedores possivelmente incriminados na

transmissao da Yeasinia pestis ao homem. assim relatou:
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Fileiras de armadilhas de varios quilometros de
comprimento foram estendidas atraves da caatinga.
ao longo das veredas de vaqueiros entre os raros
sitios existentes na reg150 évida; essa captura
prosseguiu durante um mes e meio. sob a forma de
sondagens que cobriram mais de cem quilometros qua
drados: nenhum roedor foi capturado.
Neste trabalho de captura. obteve-se tres roedo-
res do genero Akodon sp. e um da especie Nectomys aquamipes

todos considerados "silvestres'.

No que diz respeito a importancia da Yersiniovse
pseudotuberculosa entre os roedores encontram-se numerosos
trabalhos nesta area.

RUSSEL & SHILLING (1976). consideram a Pseudotu-
berculose uma enfermidade transmitida por roedores siives—
tres, atingindo em maior ndmero, os coelhos silvestres (le-
bre) do que os de laboratorio. Segundo 0s mesmos autores. o0s
¢oelhos de laboratorio geralmente se contagiam pela contami-
na950 de alimentos e éguas com fezes destes roedores.

Segundo MAIR (1973). tanto na Franga como na Ale-
manha. dentre os animais silvestres, as lebres sao os mais
atingidos. sendo o microrganismo isolado em mais de 60% dos
casos.

Na Franca. Alemanha e Suiga. Yersdinia paeudoiuben
culosisa & a maior responsével pela morte de leporideos do
que qualquer outra causa bacteriana (MOLLARET et alii.1982).

WETZLER (1972), citou 23 diferentes espécies de
roedores dos quais isolou-se Yeasinia paeudoiubencudosis. in
cluindo entre as atingidas., © Rattus norveaglcus e o Raztituas

ratiuas.
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Na Suiga, SCHNEIDER (1968)., realizou um levanta-
mento de 10 anos (1957 a 1966) sobre a ocorrencia de casos
de Pseudotuberculose entre os animais do pais. enumerando 103
ocorrencias, demonstrando que a lebre comum foi a espécie
mais frequentemente atingida com 100 casos; o coelho domésti
co com 19 casos; os cobaios com 6 casos e o Ratiuas noaveagi-
cu4 com 1 caso.

Na Inglaterra, OBWOLO (1976) em outro levantamen-

to abrangendo os anos de 1955 a 1974 no zoo da cidade de
Bristol. entre os 91 casos de Pseudotuberculose. 72 ocorre
ram em péssaros; 17 em primatas; 1 caso em carnivoro e | ca-

s0 em um roedor da espécie Aidrochoeaus hicavaeais, conheci-
do em nosso pais com o nome vulgar de capivara.

KAPPERUD (1977), procurando detectar os possi-~
veis reservatorios de Yensindia enterocoditica em roedores
como fator de risco para saude p&blica na Dinamaréa. isolou
31 cepas de Yeasindia enteavcoditica em 305 amostras fecais
de pequenos roedores. e tres cepas de Yersinia pdeudutubeacg
{osis pertencente ao sorogrupo O II B em roedores da espe-
cie Cdlethalonomys glareolus.

Segundo MOLLARET (1961), a Pseudotuberculose afe-
ta espontaneamente uma quantidade de espécies, mas com maior
predilegﬁo pelos roedores ¢ entre estes, a lebre e ¢ cobaio.
Segundo o autor, entre 438 cepas chegadas ao laboratorio, 191
(43,6%) delas foram isoladas de lebres, constituindo-se a
doeng¢a bacteriana mais comum nesta especie.

Na Russia, ULYANOVA (1961), com o objetivo de
verificar quais dsﬁﬁpéckﬁ envolvidas na transmissao du Pseu

dotuberculose, examinaram bactericlogicamente 20.000 roedo-

res e outros animais do distrito de Leningrado, obtendo 37 i
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solamentos de Yensinia psaeudoituberculdosis, incluindo entre
ﬁas espécies de roedores o Ratitus noavengicus, Muas muacuduas
e o Apodemus agraniuas.

Na Califérnia, BUHLES et alii (1981), procurando
estudar as causas de um surto epizoético de Pseudotuberculo-
se atingindo uma colonia de macacos (Sadimizi aciuneus), cap-

turaram 83 roedores nos arredores da criacao. Destes, 53 per

tenciam as especies Mus4 muscudlus e 27 a especie Peromyacus ma-

niculatus . Em tres destes roedores da especie Muas muscudus,
foi isolado o microrganismo a partir do conteudo cecal dos
mesmos .

No Brasil, HaFER et alii (1979), examinaram frag-
mentos de Figado. baco e fezes, colhidas de 136 roedores sil-
vestres capturados no municipio de Friburgo {(considerado fo-
co silente de Peste Bubanica), isolando 4 cepas de Yensindia
sp., sendo 3 destas pertencentes a especie Yeasinia entero-
coditica e uma pertencente a especie Yeasinia paeudotubercu-
dosis, isolada do figado de uma prea (Cavia aperae azareae ,
Lich).

Na disseminacao da doenga nas criacoes de bovinos
no Estado do Parana, as lebres poderiam ser os animais ineri
minados, jé que em certos paises da Europa vem a ser a espé
cie de roedor mais frequentemente afetada, como jé foi cita-
do anteriormente. Porém, O que ocorre nas lebres das regiaes
européias sao verdadeiras epizootias da doenca, fato que
nao ocorre em nosso pais, face a literatura consultada.

Ainda em relacao aos -roedores, interessante se
faz ressaltar que na segunda edigéo do livro "“Zoonosis y
enfermedades transmissibles comunes al hombre y a los anima-

les", ACHA & SZYFRES (1986), ampliaram as possibilidades



no que diz respeito as fontes de infecgao e modos de trans-
missao desta zoonose. Segundo estes autores, face a enorme
gama de espécies de animais afetadas, supoe-se que os ani-
mais de uma maneira geral e nao s6 os roedores constituem os
reservatorios deste microrganismo. Percebe-se que houve . uma
mudanca radical na visao destes autores no que se refere aos
reservatorios. Visao semelhante a este respeito foi mencio-
nada por CALLINAN et alii (1988), quando da ocorrencia da
diarreia bovina por Yeasinia pseudoiubercudosis na Australia
Segundo aos autores, os préprios bovinos poderiam ser os por
tadores do microrganismo e em determinadas condicoes desfa-
voraveis aos animais, possibilitariam entao, o desencadeamen
to do quadro clinico.

SLEE et alii (1988), na Australia. sugeriram tendo
em vista o isolamento frequente do sorogrupo O III de Yersi-
nia pseudotubencudosis em ruminantes por diversos outros au-
tores (HODGES et alii, 1084; HODGES & CARMAN, 1985), e rara-
mente isolado em outras espécies animais (péssarcs, roedores
e outros animais), de que os préprios bovinos sejam o reser-
vatorio deste microrganismo. Segundo estes autores, isto se-
ria valido tambem para a regiao de Gippsland. onde acontece-

ram 0s surtos de diarreia bovina pelo citado microrganismo.

Nesta regiao, numa propriedade com 51 bezerrcs com idades
variando de 12 a 16 semanas. os autores verificaram que 32
destes estavam excretando Yeasindia paeudotubescudosis do

sorogrupo O III1 em suas fezes, o que reforc¢a a hipétese dos
autores de que seriam realmente os bovinos os reservatorios
do microrganismo., e que haveria manifestacao clinica da do-
enca, gquando condigaes estressantes e de meio ambiente esti-

vessem atuando conjuntamente.
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Segundo os autores, a excrecao de Yeasinia paeu-
dotubercudosis nas fezes ocasionaria uma contaminacao pesa
da, do meio ambiente, expandindo rapidamente entao a infec-
cao para os outros animais susceptiveis.

Ainda quanto a possibilidade dos préprios bovinos
serem 0S Pesponséveis pela disseminaqao do microrganismo en-
tre eles mesmos, na Nova Zelandia, HODGES & CARMAN (1985), u
sando meios seletivos, isolaram Yessinia paeudoituberculosis
a partir de fezes de bovinos aparentemente sadios. em 26,3 %
das 509 amostras examinadas. Porem. no mesmo pais. BULLIANS
(1987). usando tecnicas bacteriologicas similiares. conse-
guiu o isolamento de apenas uma cepa de Yerainia paeuduiubei
cudosis dentre 330 amostras de fezes examinadas. Outros auto
res. pesquisaram o microrganismo em amostras bovinas sem su-
cesso (ZEN-YOJI et alii, 1974; FUROWICZ et alii. 1973: FURO-
WICZ et alii. 1977; WALLS & LEVETT, 1988).

Quanto aos possiveis reservatorios de Yensinia
paeudoiubencudosis na natureza. BERCOVIER & MOLLARET (1984).
afirmam por fim. qQue os animais tambem podem se infectar a
partir de reservatorios teluricos. Na Europa. o isolamento
do sorogrupo O II do solo e do sorogrupo 0 I do solo e éguas
da Sibéria. reforcam a importéncia que podem ter., no desenci
deamento desta zoonose.

MOLLARET (1963), realizando um experimento de via
bilidade do microrganismo no solo nao esterilizado. demons-
trou que a Yensindia pseudoiubencudosis pode sobreviver por
11 meses. Este tempo seria suficiente para preservar o mi-
crorganismo nos campos atraves do ano. possibilitando que
este se multiplique, principalmente nos meses mais frios,

conforme mencionado por BERCOVIER & MOLLARET (1984) e infec-
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te os bovinos, quando condigaes estressantes como as que
normalmente ocorrem nos meses invernais atingem os animais,
desencadeando por fim o quadro clinico.

Na Australia, CALLINAN et alii (1988), mencionaram
gque na ocasiao em que ocorreram os casos de diarreia bovina,
0s campos estavam pouco drenados e alagadicos. devido as for
tes chuvas. As pastagens mesmo apos o cessar das chuvas. per
maneceram "sujas" de lama seca. Segundo estes autores, a ha-
bilidade deste microrganismo de se multiplicar na égua a bai
xas temperaturas deve ter tido um papel importante no desen
cadeamento desta doenca nos bovinos.

Ainda a respeito de portadores assintométicos.HEﬁ

DERSON & HEMMINGSEN (1983). com objetivo de esclarecer a ori

gem dos surtos de Yersiniose pseudotuberculosa em fazendas
criatorias de cervos na Nova Zelandia onde se constitui na
doenca de maior importancia. realizaram pesquisa deste mi-

crorganismo em 3810 amostras de fezes de cervos aparentemen-
te sadios, pertencentes a 122 fazendas de criacao deste rumi
nante silvestre. Foram isoladas 5 (0,13%) cepas de Yezaindia
pseudotubenculosis . Os autores acreditam que o baixo numero
de cepas isoladas deva-se a inexistencia do fenomeno de por
tadores nesta espécie animal e que o0s surtos que ocorrem fre
quentemente, provavelmente tenham outra fonte de contamina-
géo. Porém, os autores fazem uma pessalva, na qual, segundo e
les, os microrganismos poderiam estar sendo eliminados so o-
casionalmente, e que nao seriam por isto detectados na técni
ca usada., levando a uma falsa interpretacao.

Posteriormente ao trabalho de HENDERSON & HEMMING
SEN (1983), também na Nova Zeléndia, HODGES & CARMAN (1984),
realizaram um trabalho semelhante em 10 fazendas de criagoes

de cervos, aparentemente sadios, encontrando fazendas que ti
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nham 42% de animais portadores e outras 0%. Na media 10,7%
dos cervos examinados portavam em suas fezes Yeadinia pseu-
dotuberculosis . Os autores nao concordam com as opinioes
expressas pelos autores anteriormente citados. Por fim, ci-
tam que semelhantes achados bacteriolégiccs sdo também fre-
quentes em bovinos.

Por fim, levando em conta todas estas considera-
¢oes a respeito, vale mencionar a opiniaoc dada por ACHA &
SZYFRES (1986) a respeito do assunto: "Na epidemiologia da
Yersiniose pseudotuberculosa. ainda existem muitos aspectos

a elucidar'".

5.7. ISOLAMENTO DE Yeasinia prevdotuberculdvsis EM CULTURAS

PRIMARIAS E SECUNDARIAS

A técnica do criocenriquecimento a 4OC possibilitou
0 isolamento de 16 (20,66%) cepas de Yeasinia pseudotubercu-
dosis que nao tinham sido isoladas no cultivo primério. Ja o
cultivo primario, ou seja, o cultivo direto sem o criocenri-
quecimento prévio. possibilitou o isolamento de 44 (73,33%)
cepas (Figura 9 ). Estes resultados comprovam a eficiencia
de sua utilizag50 no isolamento deste microrganismo. naque-
les casos em que os resultados iniciais Forem negativos.

Alguns autores possuem opinioes favoraveis em re
lacao a sua utilizacao. Para estes. o seu uso possibilita-
ria a multiplicagéo do microrgaﬁismo em questao, que poderia
estar em pequeno numero na ocasiao do exame e que mediante

técnicas rotineiras, nao seria possivel isolar (PATERSON &



COOK, 1963; EISS, 1975). Outros acreditam que o seu uso.
possibilitaria a multiplicagéo de microrganismo pertencentes
a este genero ou de biotipos de algumas especies de Yersinia
sp, nao implicados diretamente com o caso clinico, e que po-
deriam levar a uma falsa interpretacao do envolvimento deste
microrganismo no caso clinico (VAN NOYEN et alii. 1980). Es-
tes autores, apés anos de experiéncia em bacteriologia, acre
ditam que nao haja necessidade do seu uso no isolamento de
membros do genero Yezsindia quando se tratam de casos clini-
cos. Para eles. se este microrganismo for o responsavel pelo
guadro enterico. seguramente estara em numero suficientemen-
te grande, para ser 1solado nos meios de cultura normalmente
utilizados na rotina bacteriolégica para enterobacterias em
geral e que o tempo requerido com a tecnica do crioenriqueci
mento seria "demasiadamente longo e estravagante para o cli-
nico e entedioso para o bacteriologista".

FUKUSHIMA et alii (1983). num experimento com
618 amostras de fezes de bovinos aparentemente sadios.isolou
mediante a técnica do crioenriquecimento. 7 cepas.de Yensi-
nia entenvcoditica e 7 cepas de Yerainia hristensenii, to-
das consideradas como cepas do "meio ambiente'. ou seja, ce-
pas nao envolvidas com algum tipo de patologia animal. Os au
tores.baseados neste experimento e de outros pesquisadores
acreditam que os bovinos nao devem ser considerados “reserva
torios" de cepas potencialmente patogénicas. Porém neste mes
mo trabalho, os autores isolaram uma cepa de Yessinia pseudo
tubeacudosis do sorogrupo 0 II B, cepa esta, que nao pode ser
considerada do "meio ambiente', ja que este sorogrupo e o}
segundo mais frequentemente isolado na Gra-Bretanha.envolvi-

do em patologia animal, segundo dados de MAIR et alii(1979).
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As opiniaes de FUKUSHIMA et alii (1983), parecem ir ao en-
contro das ja citadas por VAN NOYEN (1980), de que o crio-
enriquecimento possibilita o isolamento de cepas considera -
das do "meio ambiente", nao envolvidas em casos clinicos.Por
outro lado, esta técnica tambem possibilita o isolamento de
cepas potencialmente patogénicas, conforme desmonstrado pe-
los proprios resultados de FUKUSHIMA et alii (1980).

Segundo OBERHOFER & PODGORE (1980), o isolamento
de Yensindia paeudotuberculosis a partir de hemoculturas e re
lativamente facil, devido‘a pouca contaminacao de outros mi-
crorganismos. Poreém, o mesmo torna-se extremamente dificulta
do. quando se trata de material fecal. Segundo estes auto-
res. devido a estas dificuldades e que Fforam surgindo diver-
sas metodologias de isolamento, tentando facilitar a recupe-
ragao deste microrganismos, porém nenhuma ate a presente da-
ta. mostrou-se como "padrao ideal". Para os citados autores
a escolha do tempo de incubacac bem como da temperatura para
o crioenriquecimento sao fatores de maior importéncia gue a
escolha do meio de cultura.

HENDERSON & HEMMINGSEN (1983), com objetivo de
realizar um levantamento dos cervos portadores assintomati-
cos, pesquisou Yeaqinia paeudotubeacudosis em 3810 amostras
fecais. Os autores Qtilizaram a técnica do ¢rioenriquecimen-
to a 4OC por 7 dias. reste  estudu foram isoladas 5
cepas de VYezsindia paeucoviuberculdoasis que pertenciam
a um mesmo grupo, ou seja O II1. Conforme ja visto. o soro-
grupo 0 I é o mais frequentemente isolado de casos clinicos
humanos e animais (MAIR et alii, 1979; ACHA & SZYFRES,10682).
Porem o sorogrupo O II1I, na Gra-Bretanha. é o terceiro mais
frequentemente isolado (MAIR et alii, 1979). Alem disto. es-

-

te sorogrupo, tendo em vista a literatura consultada, nao e



considerado como pertencente ao grupo das cepas do "meio" am
biente". No que se refere a problemas clinicos entéricos em
bovinos, Bufalos e veados, parece ser o mais frequentemente
isolado (OLIVEIRA et alii, 1983; SUZUMURA et alii. 1954; WARTH
et alii. 1984); CALLINAN et alii, 1988).

No presente experimento realizado nao foram isoladas cepas
de outras espécies do género no cultivo primério, nem nos cultivos subme
tidos ao crioenriquecimento. Conforme mostra a Figura 22, as
fezes positivas para Yensinia pseudoituberculosis, quando se-
meadas na placa de MacConkey. mostraram um predominio de
mais de 90% de colonias do microrganismo sobre os outros. De
uma maneira geral 1isto ocorreu em todas as culturas positi-
vas no cultivo primério. e estes resultados parecem confir-
mar as opinioes de VAN NOYEN et alii (1980).

Por outro lado, verificou-se neste estudo que o
crioenriquecimento demonstrou ser de grande valia. naqueles
casos em que estes bovinos acometidos de diarreia tinham si
do previamente medicados pelos proprietérios dos animais, an
tes de efetuadas as coletas. Neste casos. em que o numero
de microrganismos viaveis pode estar critico para serem iso-
lados num cultivoe primério, 0 seu uso mostrou-se de grande
valia. Isto pode ser observado nas Tabelas 12 e 13 . Em alguns
casos. verifica-se que foi preciso tempo superior a 7 dias
e ate mesmo a 14 dias. para realizar o isolamento. Tambem og
serva-se nas mesmas tabelas que as culturas positivas com
7 dias tambem o foram no 142 e 212 .dia. Constatou-
se na verdade. apenas uma diferenca entre o resultado destas
mesmas culturas. Houve um maior numero de colonias do micror

ganismo com o passar do tempo e um declinio dos outros mi-

crorganismos presentes.
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0 uso indiscriminado de antibioticos segura-
mente deve ter influido no numero de cepas de Yersindia paeu-
dotubeacudosisq isoladas. Provavelmente. se muitos destes
animais nao tivessem sido tratados previamente pelos pro-
prietarios., o numero destes isolamentos seria bem supe-
rior ao que foi, jé que todas as cepas mostraram boa sensibi
lidade a quase todos os antibioticos. Com isto. provavelmen-
te teriamos uma visao mais clara da importéncia deste mi-
crorganismo nos casos de diarréia bovina no Estado do Para-

-

na. nos meses de outuno e inverno.

5.8. MORBIDADES E MORTALIDADES BOVINAS ATRIBUIDAS POSSIVEL-

MENTE A Yersiniose pseudotuberculosa NO ESTADO DO PA-

RANA

Observou-se no ano de 1987 as taxas de morbida-
de e mortalidade bovina, possivelmente atribuidas a infec-
cao enterica pela Yezrsinia paeudotuberculdosris em 12 diferen-
tes fazendas de criacao de gado. Na faixa etaria dos bezer-
ros nao foram observados casos de diarreia. Na faixa eta-
ria dos animais considerados novilhos. a taxa media de mor-
bidade sitou-se em 10,3% com taxas de mortalidade de 1,0%.
Na faixa etaria dos animais considerados adultos. a morbida;
de media foi de 6,7% e a da mortalidade situou-se em 2,6% (Tabela 14).
No ano seguintev(]988), abrangendo 19 fazendas. a faixa eta-
ria dos bezerros novamente nao foi atingida. engquanto que
na faixa etaria dos novilhos, a taxa media da morbidade si-
tuou-se em 13,4% e da mortalidade em 2,7%. Ja na faixa eta-
ria dos adultos. a taxa media de morbidade Féi de 11.7% e a
da mortalidade 2,6%(Tab.15).Dados interessantes podem ser tirados

destes resultados. O primeiro deles e talvez o mais curio-
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so, refere-se ao sucedido na faixa etdaria dos bezerros. Em
dois anos de observagOes abrangendo 31 propriedades diferen
tes, que tiveram animais com diarreia positivas para Yen-
sinia paeudotubercudosis, nao se constatou a nivel de campo,
animais desta faixa etaria apresentando esta sindrome,emboraf
convivessem juntos com outros animais de outras faixas eta-
rias atingidas. Esse dado vem a confirmar o que foi dito na
introducao deste trabalho, de que "desde 1982, verifica-~se
surtos de diarreia bovina... atingindo animais com idades su
periores a 1 ano. de rag¢as indianas. em criacoes extensivas
de gado de corte”. Interessante também mencionar, de que ¢
justamente na faixa etaria dos bezerros, que ocorrem as diar
reias bacterianas neonatais por &. codd (GAY, 1965; SOJKA,
1966; ACRES, 1985) e pelas Sadmonedlda dubdin e Sadmonedla 2y
phimurium (GIBSON, 1961; EDWARDS & GALTON, 1967) bem como pe
las viroses entericas (ACRES, 1985).

Outra constatagao e a de que todas as 31 fazen-
das atingidas criavam apenas gado de corte. de raca Nelore,
e nao gado leiteiro. Tambem constata-se nas Tabelas 14 e
t5 nos dois anos estudados, de que os novilhos tiveram ta-

xas medias de morbidade mais altas (10,3% e 13,4%) do que

os adultos (6,7% e 11,7%). Porém, no ano de 1987, as taxas
de mortalidade dos novilhos (1,0%) foi menor do que a encon-
trada nos animais adultos (2,6%) e no ano seguinte, pratica-
mente estas taxas de mortalidade se equivaleram ( novilhos
2,7% e adultos 2.6%). Analisando individualmente fazenda por
fazenda, observa-se que as taxas de morbidade nos dois anos
estudados foram muito variaveis, atingindo muitas vezes, mé
dias cima ou préximos de 50%. outras vezes, medias abaixo

de 5%. Ja as taxas de mortalidade situaram-se em niveis
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abaixo de 5% em sua grande maioria.

Quanto as taxas de morbidade e mortalidade obser
vadas por outros pesquisadores, nos casos de Yersiniose pseu
dotuberculosa bovina e bubalina, encontram-se poucas infor-
magoes:

BEHRA et alii (1984), na India, n3o mencionaram
as taxas de morbidade e mortalidade ocorridas na ocasiéo.ApE
nas citaram que seis bezerros bubalinos com idades variando
de 6 a 9 meses foram atingidos.

CALLINAN et alii (1988), mencionaram que durante
os tres anos de observacoes abrangendo 17 fazendas. de uma
maneira geral os animais afetades eram adultos e nenhum com
idade inferior a 6 meses. As taxas de morbidade situaram - se
em 8% e as de letalidade em 58%.

Na Australia, SLEE et alii (1988), observaram os
seguintes dados em relacao as idades dos animais afetados:
30,9% eram bezerros, com idades de até um ano, 27,7% eram a-
nimais de 1 ano ou um pouco mais: 19.0f eram novilhas ou no-
vilhos (acima de 2 anos) e 27,7% eram bovinos adultos com i-
dades acima de 36 meses. Em relacao as fezes recebidas dos
animais que apresentavam diarréia, os autores verificaram

que, 32,0% delas eram de bezerros; 7.8% de animais com ida-

des de um ano ou um pouco mais; 7.0% eram de novilhas e
52,7% eram de animais adultos com idade acima de 1 ano. Se-

gundo os autores, embora muitas amostras de fezes pertences-
sem a bezerros com idades abaixo de 3 semenas. " nenhuma
delas foi positiva para Yessinia pseudotuberculosis. Para os
mesmos autores este tipo de infecgao entérica ocorre mais
frequentemente entre os animais adultos e novilhos e que se-~
gundo eles vai ao encontro dos resultados encontrados por-

CALLINAN et alii (1988), os quais nao encontraram animais com



idades abaixo de 6 meses com problemas de Yersiniose pseudo-
tuberculosa. Para os autores o nao isolamento do microrga-
nismo em animais com idades abaixo de 3 semenas indicaria
que os anticorpos colostrais protegeriam o bezerro nesta ida
de.

Quanto as taxas de morbidade e mortalidade verifi
cada em outros surtos de Yersiniose pseQdotuberculosa ocorri
dos no Brasil verificou-se o0s seguintes dados:

OLIVEIRA et alii (1983), no Estado do Parana. nao
mencionam no trabalho as taxas de morbidade e mortalidade
ocorridas nos bufalos afetados pela sindrome diarreica Segun-
do dados da Secretaria da Agricultura. o rebanho era compos-
to de 120 animais, com idades variando de 8§ a 14 meses, dos
quais 70 (58,3%) foram atingidos pelo problema e 35 (15,9%)
morreram.

WARTH et alii (1984), no Estado do Parana. mencio
nam a ocorrencia de 7 surtos de diarreia bovina positivos
para Yersindia pseudotubercudosis. ocorridos nos anos de 10983
e 1984. Nao sao citadas no trabalho as provaveis taxas de
morbidade e mortalidade de cada caso, porém.segundo dados
da Secretaria da Agricultura, a populaqgo total de bezerros
das sete fazendas era de 086 animais dos quais 6 adoeceram
(0,8%) e 6 morreram (0,8%). A populacao total de novilhos e-
ra de 714 animais. sendo que 69 (9,6%) adoeceram e 21 (2,9%)
morreram. A populacao dos animais adultos era de 1530 ani-
mais, sendo que 160 (10,4%) adoeceram e 136 (8,8%) vieram a
obito.

Também no Estado do Parana. SUZUMURA (1984). cons
tatou em uma fazenda do municipio de Loanda problemas diar-

reicos em 170 animais, dos quais 61 vieram a obito, apresen-
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tando taxas de letalidade de 36,8%. Embora nao mencione as
taxas de morbidade e mortalidade das tres faixas etarias en-
volvidas, dados da Secretaria da Agricultura mostram que os
bovinos desta propriedade na faixa etaria compreendida en-
tre os bezerros (36 animais), tanto as taxas de morbidade
quanto de mortalidade, foram de 11,1%. A faixa etaria dos no
vilhos (258 animais), nao foi afetada. Ja a faixa etaria que
compreendia animais adultos, (316 animais), foi a mais atin-
gida, apresentando morbidade e mortalidade de 52,53% e 18,03%
respectivamente.

Ainda no Estado do Parana, SARIDAKIS et alii
(1988), nao apresentaram as taxas de morbidade e mortalida-~
de, jé que o trabalho tratava-se de analise bacteriologica
de fezes de bezerros somente, porém citam que estes 3 animais
positivos tinham idade variando de 9 dias a 12 meses. Segun-
do dados da Secretaria da Agricultura fornecidos pelo medico
veterinario da unidade de Assai, a populacao de bezerros des
ta propriedade positiva para Yeasinia paeudoubercudosis era
de 78 animais, sendo que 8 foram afetados e 7 morreram, apre
sentando portanto, taxas de morbidade e mortalidade de 10,29
e 8,0% respectivamente. Ja na faixa etaria dos novilhos a po
pulacao era de 127 animais, dos quais apenas 2 foram afeta-
dos e vieram a ébito, com taxas de 1,5% tanto para a morbida
de quanto da mortalidade. Na faixa etaria dos adultos,de 107
animais, 15 foram afetados e 13 vieram a 6bito, com taxa de
morbidade e mortalidade de 14,0% e 12,1% respectivamente.
Vale mencionar tambem de que nesta fazenda, tambem isola-
mos Yersindia pseudotubencudosis sorogrupo O 1II, no ano de
1984 concomitantemente com SARIDAKIS et alii (1988).

RIET-CORREA et alii (1990), no Rio Grande do

Sul, tendo como base tressurtos de Yersiniose pseudotubercu
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losa em bubalinos encontraram taxas medias de mortalidade
de 8,2% nos animais considerados adultos e 22,1% para os ani
mais considerados bezerros.

Verifica-se portanto, que muitas destas taxas
foram muito superiores as médias encontradas nestes dois a-
nos de trabalho. Porem ao analisarmos individualmente as ta-
xas encontradas em cada fazenda, encontram-se algumas eleva-
das como as ocorridas nas fazendas n2s 3, 7 e 14 que foram
de 69.5%. 62,5% e 70,0% para a morbidade. e 6,0%. 15,09 e
15,0% para a mortalidade entre os animais adultos (Tabelal5s).

Como jé foi mencionado,diversos fatores influencia-
ram a dimensao da morbidade e mortalidade. Destacaram-se en-
tre estes, o completo desconhecimento do preblema infeccioso
per parte do criador., Para este, tratava-se de um "curso da
brota verde do pasto", que normalmente ocorre no final do in
verno e inicio da primavera. No caso especifico ocorrido
em Loanda. segundo dados da Secretaria da Agricultura. o me-
dico veterinario s6 foi chamado apés 10 dias de iniciado 0
problema, quando jé haviam morrido 20 vacas e um bezerro. O
resultado laboratorial foi dado apés 48 horas, o que possibi
litou com certeza, uma maior expansao do problema no reba-
nho. Quando os animais foram tratados com cloranfenicol ou
com tetraciclina, a diarreia cessou porém, muitos morreram
pela acentuada desidratacao e fraqueza que apresentavam. Ca-
so tivessem sido tratados logo no inicio do problema, certa-

mente as taxas de morbidade e mortalidade seriam bem menores.



6. ComcLusoEs

A Yersiniose pseudotuberculosa bovina apesar de ra

ra ocorre em diversos paises do mundo assim como no Brasil.

Yensindig pseudotubencudosis e um enteropatogeno
frequentemente isolado das fezes e dos conteudos intestinais
de bovinos com sintomatologia diarreica no Estado do Parana,

tendo sido isolado de 18,0% das amostras bovinas examinadas.

Yensinia pseudotubercudvsis estava presente em 217

das amostras de fezes diarreicas bovinas examinadas.

Yensinia paeudotubencudosis estava presente em 15%

dos conteudos de intestino delgado bovino examinados.

7

Yensinia pseudotuberculosis estava presente em 97

dos conteudos de intestino grosso bovino examinados.

0 sorogrupo 0 III de Yersinia pseudotuberculdosias
foi o unico implicado nos casos de diarreia bovina no Estado

do Parana nos anos de 1987 e 1988.

As 00 cepas de Yeasinia paeudotubercudosis mostra-
ram identica sensibilidade frente aos antimicrobianos utili-

zados.

A cepa de Yensinia paeudotuberculosia do sorogru-
po 0 III, mostrou-se patogenica para os cobaios, (Cavia poa-

- ceddus! quando administrada per os.
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As cepas de Yernsinia pseudotubencudosis SOr'ogrupo
0 III apresentaram reagao bioquimica atipica em relacao

a melibiose.

A temperatura de incubagao parece ter influenciado
na patogenicidade da cepa de Yessinia pseudotubercudosis quan

do administrada per os a cobaios (Cavia porcelddus/.

A Yersiniose pseudotuberculosa bovina no Estado do
Parana caracteriza-se por ser uma enfermidade de ocorrencia
sazonal, incidindo nos meses mais Frios do ano associada a

quadros entericos.

Os reservatorios de Yeasindia pseucdoiubercuivsis no

Estado do Parana sao incertos.

0 uso do crioenriquecimento a 4°C possibilitou 0
isolamento de 26,0% das cepas de Yeasinia pseudotuberculosias
sendo considerado um excelente método de diagnéstico para es

ta especie bacteriana.

Os bovinos com idades superiores a um ano apresen

taram maior susceptibilidade a doenca do que os bezerros.



7. SuMMARY

The main purposes of this research was to search
for Yersinia pseudotubencudosis in faecal samples from
bovine with diarrhoea, from farms in the State of Parana. We
have analyzed 220 faecal samples, 60 samples from small
intestine contents and 56 samples from large intestine
contents. Yensinia pseudotubercudlosis isolation was positive
in 46(21%), 9(15%) and 5(9%), respectively. totalizing 60
strains of the microrganism.

The 060 strains of Yexsinia paeudotubercudosis
belong to serogroup O III, and they shown identical
sensibility to antibiotics and other drugs. when tested in
vitro.

Through the statistical methods, X2 test., we found
a positive correlation between VYerainia paeudotuberculosis
isolation and the winter season. To establish the morbidity
and mortality rates, cattlé population was separated into
three age related categories. wich are: calfs. yearlings and

adults. In 1987 and 1988, the morbidity rates were 0%, 10,3%

and 60,7%; 0%, 13,4% and 11,7%, respectively. In relation to
mortality rates., they were 0%. 1,0% and 2,6% in 1987, and

0%, 2,1% and 2,6% in 1988.
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The strains of -9e44£n4a paeudotuberculosis placed
on serogroup O III, were pathogenic to guinea pigs. when
giver per-os.

We didn' get any isolation of Yensinia
pseudotubercudosis from wild rodents and others, but we still
think that they may be incriminated in the transmission of
the microrganism to bovines, although the bovines as well as
the soil, may function as reservoires of the bacteria.

Isolation of Yersinia poeudotubencudvsis in primary
cultures was possible in 73,33%. although 26.66% of the
isolations were successfull only after cold-temperature

enrichment, with incubation at 4 C for 7, 14 and 21 days.
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