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Resumo

HECKLER, R. F. Carbunculo sintoméatico em bovinos no Mato Grosso do Sul: 59 casos.
2016. 35f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS.

Esse estudo foi realizado com o objetivo de descrever casos de carbunculo sintomatico
(infecgdo por Clostridium chauvoei) diagnosticado em bovinos do Mato Grosso do Sul de
1994-2014, para avaliar a epidemiologia, os sinais clinicos, os achados de necropsia e
histopatologia e 0s seguintes testes laboratoriais para o diagnéstico de carbunculo
sintomatico: cultura microbioldgica e identificacdo do agente, cultura microbioldgica e
identificacdo do agente por reagéo em cadeia de polimerase (PCR) e identificagdo do agente
em material fixado em formol e incluido em parafina (FFIP). Os critérios para o diagnostico
presuntivo de carbunculo sintomatico incluiu miosite necro-hemorréagica enfisematosa,
associada a infiltrado inflamatdrio, necrose de coagulacdo de miofribras, edema intersticial,
hemorragia e bolas de gas em meio as miofribras. Cinquenta e nove casos oriundos de 51
surtos foram encontrados, o que corresponde a 1,10% das 5.375 mortes de bovinos
investigadas. Em cinco desses casos, amostras de musculo afetado foram cultivadas para
clostridios patogénicos. Outras trés amostras de material semelhante foram cultivadas para
clostridios e identificacdo subsequente por PCR. Doze fragmentos de musculo afetado FFIP
foram submetidos a PCR para identificacdo do agente etioldgico. Com excecdo de janeiro, 0s
casos de carbunculo sintomatico foram observados em todos os meses do ano com uma maior
incidéncia em junho-outubro. A faixa etaria da maioria dos bovinos afetados era 7-12 anos de
idade, mas bovinos mais jovens que 6 meses e mais velhos que 24 meses foram também
afetados. Os historicos de vacinacdo eram escassos nesses surtos. Em 32 surtos havia alguma
informacdo sobre a vacinagdo, mas em apenas dois casos a vacinacgao tinha sido realizada
adequadamente. Cinguenta e seis casos de carbunculo sintomatico deste estudo eram casos
classicos afetando os musculos esqueléticos. Os musculos mais afetados foram os dos
membros pélvicos. Em dez casos 0os musculos da lingua, miocardio e diafragma estavam
também afetados. Apenas trés dos casos apresentaram a forma visceral (cardiaca). Foi
estimado que as mortes ocorreram com curso de 6-24 horas e, na maioria dos casos, 0S
bovinos foram encontrados mortos. Em casos da forma visceral ocorreu morte subita. C.
chauvoei foi confirmado em cinco casos como etiologia pela cultura e identificacdo do agente
e por PCR em amostras de muasculo FFIP em oito casos.

Palavras-chave: Doencas de bovinos, miosite clostridial, Clostridium chauvoei.



Abstract

HECKLER, R. F. Blackleg in cattle in Mato Grosso do Sul: 59 cases. 2016. 35f. Dissertation
(Master’s Degree) — School of Veterinay Medicine and Animal Science, Federal University of
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS.

This study was performed aiming to describe cases of blackleg (Clostridium chauvoei
infection) diagnosed in cattle from Mato Grosso do Sul from 1994-2014 considering
epidemiological, clinical, necropsy and histopathological findings and to evaluate the use of
the following laboratory tests for the diagnosis of blackleg: microbiological culture and
identification, of the agent, microbiological culture and identification of the agent by the
polymerase chain reaction (PCR) and identification of the agent in formalin fixed paraffin
embedded tissues (FFPE). Criteria for presumptive diagnosis of blackleg included
necrohemorrhagic emphysematous myositis associated inflammatory infiltrate, coagulative
necrosis of myofiber, interstitial edema, hemorrhage, and gas bubbles interspersed among
myofibers. Fifty nine cases from 51 outbreaks of blackleg were found, which corresponded of
1,10% of 5,375 cattle deaths investigated. In five of those samples of affected muscles
cultures for the identification of pathogenic clostridia were made. Another three samples of
similar material were cultured for clostridia and subsequent identification by PCR. In twelve
samples of FFPE affected muscle fragments were submitted to PCR for the identification of
the etiological agent. Except for January, cases were observed in every month of the year,
with higher numbers in July-October. Most affected cattle were in the age range of 7-12 year
—old but calves younger than 6 month-old and older than 24—month-old were also observed.
Vaccination histories were scarce in those outbreaks. In 32 outbreaks some vaccination
history was available but only in two of those, vaccination was carried out properly. Fifty six
cases of the disease were of classical blackleg affecting the skeletal muscle. Muscle of the
pelvic members were the most affected. In ten cases muscles of the tongue, myocardium and
diaphragm were also affected. Only three of the cases had the visceral (cardiac) form. It was
estimated that deaths occurred within 6-24 hours and in most cases cattle was found death. In
cases of visceral form there was sudden death. C. chauvoei was confirmed as the etiology by
culture and identification in five cases and by PCR in FFPE samples in 8 cases.

Keywords: Diseases of cattle, clostridial myositis, Clostridium chauvoei.
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1. INTRODUCAO

As miosites clostridiais sdo um conjunto de enfermidades que afetam de forma aguda,
principalmente a musculatura esquelética, inclui-se nesse grupo: carblinculo sintomatico,
edema maligno e gangrena gasosa. S3o causadas por varias espécies bactérias do género
Clostridium, entre elas: C. chauvoei, C. septicum, C. sordellii, C. novyi e C. perfringens
(Hatheway 1990, Heller 1920, Barros 2011, Radostits et al. 2007).

Os clostridios sdo bacilos gram-positivos, estritamente anaerobios, formadores de
endoesporos e produtores de endotoxinas, a maioria sdo moéveis devido a presenca de flagelos
peritriquios, relacionados com a expressdo da viruléncia da bactéria. A forma esporulada
possui alta resisténcia em diversas condi¢cbes ambientais (seca, calor, radiacdo, desinfetantes
quimicos), e, por isso, 0s animais se infectam facilmente por meio de lesbes de pele, mucosas
e ingestdo dos esporos (Hatheway 1990, Tamura et al. 1995, Songer 1996, Sasaki et al. 2000,
Barros 2011).

As miosites clostridias ocorrem por duas formas: exdgena, compreendida pelo edema
maligno e gangrena gasosa, e a forma enddgena, conhecida como carblnculo sintomatico
(Assis et al. 2010, Barros 2011). Essas enfermidades possuem distribuicdo mundial, sendo
carbunculo sintomético a forma mais frequente, afetando principalmente bovinos, ovinos (em
menor escala), suinos (mais raramente) (Kriek & Odendaal 2004, Sterne 1981). Também
podem afetar humanos, provocando mionecroses, enterocolite neutropénica, entres outras
enfermidades, principalmente em pacientes debilitados e imunodeprimidos, sendo letal na
maioria dos casos (Abella et al. 2002, Hermsen et al. 2008, Nagano et al. 2008, Weatherhead
& Tweardy 2012).

Este trabalho tem como objetivo descrever os casos e surtos de carbinculo sintomatico
diagnosticados no Laboratério de Anatomia Patoldgica (LAP) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS)
de janeiro de 1994 a dezembro de 2014, abordando aspectos epidemiologicos, sinais clinicos,
achados de necropsia e histopatoldgicos, e realizar diagndstico laboratorial aplicando a
técnica de isolamento e identificacdo microbioldgica, isolamento microbiolégico e
identificacdo pela técnica da PCR em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina, de

casos de carbunculo sintomatico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carbunculo sintomatico

2.1.1 Etiopatogenia

O microrganismo responsavel pelo carbinculo sintomatico é o C. chauvoei, no entanto,
outros clostridios podem estar presentes nesta enfermidade juntamente com o C. chauvoei
como C. septicum, C. sordellii e C. novyi (Hatheway 1990, Burke & Opeskin 1999, Barros
2011).

A doenca é também conhecida como manqueira, doenca da canela preta ou perna preta,
pois é caracterizada pela formacéo de gangrena gasosa nos musculos afetados (Sterne & Batty
1975). Pode ocorrer de duas formas: a classica, e, portanto, mais comum, que afeta os
musculos esqueléticos, e a visceral, mais rara, que acomete coracgdo, lingua e diafragma (Uzal
et al. 2003b, Harwood et al. 2007). Frequentemente se observa apenas um sitio de infecgéo,
mas podem ocorrer diferentes focos em um Unico animal (Assis et al. 2010). E considerada
enddgena, pois € provocada pela ativacéo de esporos presentes no masculo, sem a inoculagéo
do mesmo por uma ferida penetrante (Barros 2011).

A origem da infeccdo do carblnculo sintomatico ndo esta totalmente esclarecida. A
hip6tese mais aceita é que a infec¢do ocorra através da ingestdo de esporos pela alimentacéo,
absorvidos na mucosa digestiva, ou até mesmo pela erupgdo dos dentes e sdo carreados por
macrofagos para a circulacdo sanguinea. Esses microrganismos podem se alojar em diversos
tecidos, principalmente para musculatura esquelética podendo ficar na forma latente por
longos periodos. A doenca se desenvolverd apOs lesGes subsequentes, com pequenas
hemorragias intramusculares, resultando um potencial redox baixo, levando & anaerobiose,
diminuindo a concentracdo de ions de hidrogénio e consequente aumento do pH. Estas
condicdes proporcionam um ambiente favoravel a germinacdo de esporos latentes, replicacdo
e producéo de exotoxinas, responsaveis pela necrose local e extensdo do processo necrosante
muscular com evolucdo para toxemia sistémica (Hatheway 1990, Useh et al. 2003, Kriek &
Odendaal 2004, Useh et al. 2006c¢, Uzal 2012).

A principal toxina envolvida na patogenicidade da infecgdo é a Clostridium chauvoei
toxina A (CctA), em que afeta a membrana das células alvo, produzindo poros, e com alta
atividade hemolitica (Frey et al. 2012), ha ainda outras toxinas com papel importante no
desenvolvimento da doenca: neuraminidase, DNAse (beta-toxina), hialuronidase (gamma-

toxina), hemolisina oxigénio-estavel (alfa-toxina) e hemolisina oxigénio-instavel (delta-



toxina) (Hang’ombe et al. 2006, Frey & Falquet 2015). Neuraminidase ¢ uma enzima
responsavel pela propagacgdo da doenca nos tecidos do animal afetado (Useh et al. 2003, Useh
et al. 2006a). DNAse realiza a clivagem da estrutura do DNA (Quinn et al. 2005).
Hialuronidase é responsavel pela quebra do acido hialurbnico e assim intensifica a
propagagdo das bactérias pelos tecidos, além da liberacdo de nutrientes (Hatheway 1990,
Hynes & Walton 2000). As hemolisinas sdo responsaveis pela lise dos eritrocitos, e a
hemolisina oxigénio-estavel esta relacionada também com producéo de poros nas membranas,
atividade letal e necrosante nos tecidos (Hatheway 1990, Hang’ombe et al. 2006, Idrees et al.
2014).

2.1.2 Epidemiologia

O carbdnculo sintomatico ocorre em todo o mundo, causando significativas perdas
econbmicas, considerada enzodtica em areas especificas (Useh et al. 2006¢). No Rio Grande
do Sul, é a clostridiose mais frequente em bovinos (Fiss et al. 2008) e uma das mais
importantes doengas infeciosas desta espécie animal (Riet-Correa 2007).

Afeta predominantemente bovinos, com seis meses a dois anos de idade, em bom estado
nutricional. Esta faixa etaria € mais afetada provavelmente pelo declinio da imunidade
colostral a partir dos seis meses, pode ocorrer em bovinos adultos n&o vacinados ou vacinados
ha muito tempo, quando introduzidos em &reas contaminadas (Lemos 1998, Fiss et al. 2008).

Animais com alto padrdo alimentar e crescimento rapido sdo mais susceptiveis ao
carbdnculo sintomatico (Riet-Correa & Lemos 2002, Gregory et al. 2006). Nesta enfermidade
nédo ocorre transmissdo direta de animal para animal, no entanto, os animais podem se infectar
a partir do solo e agua contaminados através de esporos presentes nas fezes. A principal fonte
de infeccdo é a contaminacdo de pastagens, bebedouros, currais e galpdes por carcacas dos
animais que morreram desta doenca. Sabe-se que 0s esporos podem resistir por anos no local
e, portanto, € muito dificil eliminar o agente causador por completo em locais contaminados
(Smith & Williams 1984).

Surtos desta doenga ocorrem com maior frequéncia no verdo e outono, principalmente
apos chuvas fortes (Riet-Correa 2007). A ocorréncia de chuvas favorece a disseminagéo,
germinacdo e multiplicacdo dos esporos no solo, aumentando a probabilidade de infecgéo.
Além disso, o elevado padrédo nutricional das pastagens, no periodo chuvoso, colabora com o
crescimento dos animais, porem aumenta a susceptibilidade a infecgdo (Useh et al. 2006b).
No Rio Grande do Sul, em um estudo realizado entre os anos de 1978 a 2007, observou-se

gue a maior frequéncia dos surtos ocorreu no inverno, seguido da primavera, outono e verao



(Fiss et al. 2008), esta caracteristica, provavelmente, ocorreu devido ao fato de que nesta
regido os indices pluviométricos mensais sdo uniformes, podendo ocorrer indices méximos de
precipitacdo pluvial nos meses de inverno (Britto et al. 2008). A época dos surtos também
pode variar de acordo com manejo reprodutivo, nutricional e sanitario, em especial o
calendario de vacinacao contra carbunculo sintomético (Lemos & Carvalho 2008).

A morbidade pode variar bastante, de menos de 1% a 57,14%, e a letalidade é de
praticamente 100% (Uzal et al. 2003b, Assis et al. 2005a, Harwood et al. 2007, Fiss et al.
2008, Casagrande et al. 2015). As taxas de letalidade menores que 100%, provavelmente, se
devem ao tratamento com antibidticos. Como em um surto, havia sete animais doentes, trés
receberam tratamento e um recuperou, resultando em uma taxa de letalidade de 85%
(Harwood et al. 2007).

2.1.3 Sinais Clinicos

O carblnculo sintomético € uma doencga de curso rapido (12 a 36 horas) que apresenta
rapida infecgdo muscular, toxemia sistémica e choque, por isso muitas vezes 0s animais séo
encontrados mortos ou prostrados, dificultando a observacdo de sinais clinicos. Animais
encontrados vivos apresentam depresséo, febre (40 a 41°C), taquipneia, anorexia, claudicagdo
em um ou mais membros, os quais estdo edemaciados e crepitantes, o local apresenta-se
quente e dolorido no estagio inicial da doenga, com a evolugdo do quadro, estes sinais
diminuem (Gregory et al. 2006, Groseth et al. 2001, Radostits et al. 2007).

Quando a doenca acomete primariamente o0 coracdo, 0s animais podem ser encontrados
mortos, mesmo que h& poucos instantes tenham sido observados sem nenhum sinal clinico
(Harwood et al. 2007, Lemos & Carvalho 2008, Casagrande et al. 2015).

2.1.4 Patologia

Logo apds a morte, 0s animais incham e apresentam rapida putrefacdo, pode ocorrer
perda de liquido sanguinolento pelas narinas e anus. A coagulacdo sanguinea também é
rapida. Na necropsia, é observado aumento de volume dos tecidos afetados com presenca de
crepitacdo das grandes massas musculares, podendo ocorrer em um ou mais membros, e
auséncia de feridas penetrantes. Ao corte, esses tecidos musculares apresentam-se vermelho
enegrecido, desorganizacdo das fibras, aspecto de desvitalizacdo, distendidos por gas e com
area central seca. Nas fascias musculares e tecido subcutaneo pode ser observado presenca de
exsudato serosanguinolento. As cavidades geralmente apresentam liquido hemorragico com

fibrina (Sterne & Batty 1985, Assis et al. 2005a, Barros 2011). As areas com lesdo exalam
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odor butirico, conhecido também como odor de manteiga rancosa, este odor ndo aparece na
infecgdo por C. septicum e outros (Odendaal & Kriesk 2004). Nos casos em que 0 coragdo é
afetado, observa-se pericardio aderido a pleura parietal e epicardio, deposicao de fibrina,
dilatacdo dos ventriculos e pequenas areas multifocais de palidez, congestdo e hemorragia. Os
pulmdes podem apresentar-se colapsados, de coloracdo avermelhada e ao corte
extravasamento de liquido avermelhado (Casagrande et al. 2015).

Na coleta de material para andlise histopatoldgica, os tecidos musculares afetados
flutuam apds serem colocados no formol, devido a presenca de gas. Durante a necropsia €
importante que todos os musculos sejam inspecionados, pois as lesbes podem ocorrer
ocasionalmente na lingua, coracdo e diafragma. Frequentemente pode ser observado
esplenomegalia (Lemos 1998).

Na histologia observam-se graus variaveis de miosite fibrino-hemorragica, com
presenca de infiltrado inflamatorio neutrofilico ou mononuclear, necrose de coagulacdo das
fibras musculares, degeneracao vacuolar e hialina, podendo apresentar-se fragmentadas e com
perda das estriaces, areas de edema intersticial e hemorragia. As bactérias podem ser
observadas em meio a lesdo, em forma de bastonetes, pleomorficas, esporulados ou nédo, de
caracteristica basofilica (Lemos 1998, Assis et al. 2005a). Quando o coracdo é afetado, as
lesbes sdo semelhantes ao encontrado no musculo esquelético (Casagrande et al. 2015, Uzal et
al. 2003b).

2.1.5 Diagnostico

O diagndstico de carbinculo sintomatico baseia-se na observacdo das lesGes, macro e
microscopicas e sinais clinicos do animal, pode ser confirmado através da identificacdo do
agente etiolégico por meios de métodos microbioldgicos, imunolédgicos e moleculares (Uzal
et al. 2003).

A coleta do material para anélises laboratorial deve ser realizada imediatamente apés a
morte do animal, a fim de evitar a contaminacdo com organismos saprofitas, como o C.
septicum e outros (Lobato et al. 2013).

A determinacdo do agente etioldgico pode ser realizada a partir do isolamento e
identificacdo bioguimica. Esta técnica é relativamente simples por exigir meios de cultura e
reagentes comuns de um laboratorio de microbiologia, no entanto, existem algumas
limitagdes, principalmente por serem técnicas laboriosas e demoradas, no minimo 48 horas.
Outra causa que dificulta essa determinacdo é a semelhanga entre as espécies de clostridos,

como C. chauvoei e C. septicum nas rea¢fes bioquimicas, além do C. chauvoei, que poder ser
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inibido pelo C. septicum em cultura de meio sélido e o C. septicum, por ser um invasor post-
mortem muito frequente em carcacas de ruminantes e, portanto, o isolamento desta bactéria
nem sempre pode ser considerado o causador da infeccdo (Kuhnert et al. 1997, Assis et al.
2001, Lobato et al. 2013).

A imunoflorescéncia direta (IFD) é uma técnica eficaz, prética e rapida, resultado em
torno de 4 horas, e pode ser realizada a partir do imprint do material coletado ou tecido fixado
em formol e impregnado na parafina. A dificuldade em realizar esta técnica esta na
necessidade de anticorpos conjugados com fluorocromos e microscéopio especial para leitura
(Assis et al. 2001, Assis et al. 2007). Existe também o inconveniente destes anticorpos serem
dificeis de comprar, e ainda, alguns autores relatam a ocorréncia de reacles cruzadas,
limitando ainda mais o uso desta técnica (Uzal et al. 2003a).

Outra técnica de diagnostico imunologico desenvolvida € a imunohistoquimica (IHQ),
nesta técnica o material estd fixado em formol e impregnado na parafina, eliminando o
inconveniente da aut6lise do material e o crescimento de outros microrganismos saprofitos.
No entanto, esta técnica também exige anticorpos, e que nestes casos nao sdo encontrados
para compra e devem ser produzidos (Assis et al. 2005b, Pires et al. 2012).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que também vem sendo
utilizada para identificacdo do agente etiolégico envolvido nas miosites clostridiais. Apesar de
ser uma técnica de alto custo e que exige pessoal treinado, é livre da maioria dos
inconvenientes das técnicas microbioldgicas e imunoldgicas. Possui as vantagens de ndo
exigir anticorpos, ndo produz reacdo cruzada e também ndo exige isolamento prévio, pois
além de poder utilizar culturas que ndo foram submetidas a purificacdo prévia, identifica
microrganismos em tecidos fixados em formol e/ou impregnados em parafina. Esta técnica
tem alta capacidade de diferenciar clostridios fortemente relacionados, como C. chauvoei e C.
septicum, que causam enfermidades semelhantes em ruminantes (Lange et al. 2010, Uzal et al.
2003a).

Sasaki et al. (2001) confirmou a sensibilidade da técnica de PCR, em que utilizou
isolamento e PCR como técnicas de diagnosticos, ambas utilizando o tecido animal e
observou que um animal com carbdnculo foi encontrado C. chauvoei pela técnica de PCR, no
entanto, néo foi possivel o isolamento bacteriano.

IFD e PCR sdo consideradas as melhores técnicas para diagnostico confirmatorio de
carbunculo sintomatico, sdo rapidas, seguras e precisas, apesar de suas limitacdes (Assis et al.
2005a). Outra técnica imunodiagndstica recentemente desenvolvida é a partir de Ensaio

Imunoenzimatico (ELISA) baseada em uma flagelina recombinante, embora ainda necessite
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de validagdo e testes em amostras clinicas, resultados bastante satisfatorios em amostras testes
foram observados e pode ser uma técnica diagnostica promissora (Usharani et al. 2015).

2.1.6 Diagnostico diferencial

Realizado com as demais miosites clostridiais, edema maligno e gangrena gasosa. A
diferenciacéo pode ser feita com base no historico clinico de ferimentos recentes e achados de
necropsia (Riet-Correa 2007, Barros 2011).

Doencas infecciosas agudas e superagudas devem ser diferenciadas do carbunculo
sintomatico, em especial o carbinculo hematico, pois sdo doencas em que o animal morre
rapidamente, causando inchaco e putrefacdo rapida. A distincdo entre as doencas deve ser
realizadas na necropsia, as lesdes causadas por clostridios sdo geralmente bem caracteristicas
e faceis de diferenciar (Kriek & Odendaal 2004).

Outras causas de morte subita também devem ser diferenciadas, como babesiose
cerebral (Estima-Silva et al. 2016), caréncia de cobre (Marques et al. 2003), intoxicagdo por
plantas do género Palicourea, Arrabidea, Pseudocalymma e Amorimia, que contém
monofluoracetado de sddio (Tokarnia et al. 2012), e por organofosforados (Santos et al.
2014).

2.1.7 Tratamento, profilaxia e controle

O tratamento € realizado com antibi6ticos, principalmente a penicilina em altas doses,
além do tratamento de suporte e debridamento cirargico. Devido o curso clinico ser agudo,
muitos animais morrem antes de receber o tratamento, e 0s que recebem na maioria das vezes
ndo tem um bom progndstico, pois quando os sinais clinicos sdo observados a doenca ja esta
bastante avancada (Radostits et al. 2007, Gregory et al. 2006, Lobato et al. 2013).

Alternativas de controle e profilaxia que devem ser utilizadas a fim de diminuir as
perdas econdmicas com essa doenca. Em casos de surtos de carblnculo sintomaético, é
recomendada a vacinacdo dos animais e aplicar dose reforgo apds 15 a 21 dias, e se possivel
tratamento com penicilina em todos os animais do lote problema no momento da vacinagéo
(Radostits et al. 2007, Riet-Correa 2007). Nestes casos, durante a vacinagdo, devem ser
tomados cuidados extras com relagdo ao manejo e higiene, evitando traumas e lesdes que
podem levar a ocorréncia da doenca. E nos casos de rebanhos muito grandes em que o
tratamento com penicilina é inviavel, é interessante que 0s animais sejam diariamente
observados, se possivel com afericdo de temperatura, para que ao primeiro sinal clinico o

animal seja tratado (Lemos & Carvalho 2008).
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Para a imunizacdo de bezerros recomenda-se que seja realizada a primeira dose no
quarto més de vida, com refor¢o ap6s trinta dias e anualmente até os dois ou trés anos de
idade (Kriek & Odendaal 2004). No entanto, para facilitar o manejo dos produtores, pode ser
utilizado o esquema de vacinagdo com a primeira e segunda doses aos quatro meses e oito
meses, respectivamente, com dose de reforco anual (Aradjo et al. 2010). Em éreas de alto
risco, as imunizagcdes podem ser realizadas a cada 6 a 8 meses, como também apos 0s trés
anos de idade e, se necessario, por toda a vida. No caso de bovinos adultos que serdo
introduzidos em areas de risco e ndo seja conhecido o historico vacinal, é aconselhado realizar
a imunizagdo com duas doses, com intervalo de 30 dias (Kriek & Odendaal 2004).

A imunizagéo colostral pode interferir na imunizagéo ativa, desta forma aconselha-se a
vacinacdo das maes no quinto més de gestacdo, assim, a imunidade colostral tera duracdo de
até quatro meses e apds esse periodo pode ser realizado a primeira dose de vacina (Troxel et
al. 1997).

Portanto, a principal medida para diminuir a incidéncia desta doenca é a vacinagdo, no
entanto, sabe-se que surtos podem ocorrer mesmo nos rebanhos devidamente vacinados
(Lemos 1998, Fiss et al. 2008). Alguns autores sugerem que as falhas vacinais podem estar
relacionadas a cepa a qual a vacina é produzida. Como observado por Santos (2003) em que
cerca de 60% das partidas vacinais testadas foram reprovadas no teste de eficacia com cepa de
campo, por serem cepas heter6logas as usadas na fabricacao de vacinas.

Em relacdo a resposta soroldgica das vacinas, Aradjo et al. (2010) encontrou resultados
significativamente inferiores em animais avaliados com antigenos da cepa de campo e relacdo
a cepa oficial.

A ocorréncia de falhas vacinais também pode estar relacionada com a eficécia reduzida
da vacina. As cepas utilizadas na producdo da vacina podem perder a sua viruléncia apds
sucessivos cultivos de repiques, pois se modificam e perdem seus antigenos, ou conferir graus
de protecdo variados a depender da espécie animal (Kerry, 1967). Poucos estudos avaliam a
real eficacia da vacinacdo por meio de ensaios rigorosos, randomizados e controlados (Uzal
2012). Por isso, deve ser realizado o isolamento bacteriano na ocorréncia de surtos, para que
sejam avaliadas as possiveis falhas vacinais.

E importante que carcagas de animais que morreram desta doenca devem ser
incineradas, além de maior cuidado com o manejo de animais susceptiveis a fim de minimizar

a ocorréncia de traumas (Lemos 1998, Radostits et al. 2007).

2.2 Edema maligno e gangrena gasosa
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2.2.1 Etiologia

C. septicum, C. novy tipo A, C. sordellii, C. perfringens tipo A e C. chauvoei, sozinhos
ou combinados, sdo responsaveis por causar edema maligno e gangrena gasosa, uma toxemia
aguda e geralmente fatal. Edema maligno e gangrena gasosa sao muitas vezes utilizados como
sinbnimos de forma errbnea, mas existem diferencas quanto a apresentacbes morfoldgicas
mesmo sendo produzidas pela mesma causa. Edema maligno designa a maioria dos casos das
infeccdes por clostridios, neste caso, ndo ha formacdo de gas e ocorre uma inflamacdo do
tecido celular subcutaneo, com edema, sendo mais uma forma de celulite do que miosite.
Gangrena gasosa sdo casos mais raros que causam inflamacdo muscular com formagdo de
bolhas gasosa, os fatores que explicam essa formacao ndo estdo bem esclarecidos, no entanto,
acredita-se que a qualidade do suprimento sanguineo no musculo é importante para
determinar se esta inflamacao ficara restrita ao tecido subcutaneo ou podera afetar o masculo,
sendo, portanto, possivel que o edema maligno evolua para gangrena gasosa (Barros 2011,
Radostits et al. 2007).

2.2.2 Patogenia

O edema maligno e gangrena gasosa sdo considerados a forma exdgena das miosites
clostridiais, pois sdo causados pela contaminacdo clostridial de feridas penetrantes devido a
castracdes, tosquias, sangrias, partos e vacinagdes, provocando injdria tecidual, consequente
diminuicdo do potencial oxirreducdo, aumento do pH e decomposic¢do de produtos proteicos.
Estes fatores criam um ambiente favoravel para os esporos, que irdo germinar e replicar,
produzindo as toxinas, responsaveis pelo quadro patolégico da doenca, causando destruicdo
tecidual répida e extensa (Hatheway 1990, Barros 2011, Lobato et al. 2013).

Os tipos de toxinas produzidas pelos clostridios que causam mionecroses diferem de
espécie para espécie. O C. septicum possui praticamente as mesmas toxinas do C. chauvoei, ja
relatado anteriormente, a alfa toxina é a mais importante, pois causa citotoxidade, letalidade,
necrose e hemdlise, age produzindo poros nas membranas, causando lise e citotoxidade
celular (Hatheway 1990, Lobato et al. 2013). C. sordellii produz duas toxinas importantes, a
toxina letal e a hemorrégica, responsaveis pela destruicdo tecidual, agem modificando
GTPases, estas enzimas controlam o ciclo celular, apoptose, transcricdo génica e funcdes
estruturais da actina (Adalpe et al. 2006, Aronoff 2013, Vidor et al. 2015). C. novi tipo A,
produz principalmente a toxina alfa, que também age modificando GTPases, provocando

edema grave, necrose e leucocitose (Aronoff 2013). C. perfringens tipo A tem como principal
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fator toxico a toxina alfa, uma fosfolipase C, que age hidrolisando a membrana celular,
provocando hemolise e lise celular (Titball et al. 1999, Stevens & Bryant 2002).

2.2.3 Epidemiologia

Edema maligno e gangrena gasosa sdo enfermidades pouco frequentes, afeta diversas
espécies animais e de qualquer idade. Surtos sdo observados quando ocorrem traumatismos
coletivos, apos balneacOes, tosquias, castracfes, corte de cauda, no parto ou injecbes com
agulhas contaminadas. O uso de agulhas contaminadas pode acarretar uma mortalidade muito
alta ja nas primeiras 48 horas (Riet-Correa 2007). No Mato Grosso do Sul, um surto de edema
maligno em bovinos com lesdes de necrose na lingua foi possivelmente ocasionado por
contaminac&o de feridas causadas por pastagens grosseiras (Lemos 1998).

No Rio Grande do Sul, 15% dos diagndsticos de clostridioses, realizados no laboratério
de patologia da Universidade Federal de Pelotas, eram de edema maligno, em que a maioria
ocorreu apds traumas coletivos pela utilizagdo de vacinas ou medicamentos, as mortes
ocorreram num periodo entre 24 horas a 10 dias ap0s as aplicacdes. Esta € uma doenca ligada
a forma de manejo e condicdes higiénico-sanitarias que pode ser facilmente evitada (Fiss et al.
2008)

2.2.4 Sinais clinicos

Edema maligno e gangrena gasosa provocam sinais clinicos semelhantes ao do
carbdnculo sintomatico, com inchaco edematoso, a gangrena gasosa provoca areas com
crepitacdo muscular. Podem ocorrer em outros locais, como cauda, vulva ou qualquer local
que tenha ocorrido alguma ferida penetrante, por exemplo, feridas causadas por tosquias
(Odendaal & Kriek 2004).

2.2.5 Patologia

As lesBes macro e microscopicas da gangrena gasosa sdo semelhantes as do carbdnculo
sintomatico, diferindo da presenca da ferida penetrante (Assis et al. 2005a). No edema
maligno e gangrena gasosa, observa-se edema hemorragico no tecido subcutaneo e entre os
masculos, presenca de liquido edematoso variando de seroso fino até gelatinoso, geralmente
sanguinolento e no caso da gangrena gasosa com bolhas de gas. Nas cavidades é comum
apresentar liquido serossanguinolento e hemorragia sub-serosas. Achados histopatoldgicos

consistem em abundante liquido edematoso, enfisema e infiltrado de neutréfilos no tecido
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conjuntivo e no muscular, quando afetado (Assis et al. 2002, Odendaal & Kriek 2004,
Radostits et al. 2007).

2.2.6 Diagnostico

O diagnostico para edema maligno e gangrena gasosa segue 0S mesmos principios do
carbunculo sintomatico. Deve ser observado o histérico clinico e achados de necropsia
associando-se a presenca de feridas recentes que iniciaram a infeccdo (Barros 2011). As

técnicas laboratoriais de diagndsticos sdo as mesmas supracitadas.

2.2.7 Diagnostico diferencial

Edema maligno e gangrena gasosa devem ser diferenciados do carbnculo sintomaético,
observando-se a existéncia de alguma ferida que levou a ocorréncia da infec¢do (Riet-Correa
2007). O diferencial destas doencas é muito semelhante ao do carbdnculo sintomatico,
realizado com outras doencas infecciosas agudas e superagudas, sendo distinguidas da mesma
forma. Acidentes ofidicos também devem ser diferenciados (Odendaal & Kriek 2004).

2.2.8 Tratamento, profilaxia e controle

Tratamento € o mesmo para carbunculo sintomatico, realizado com antibi6ticos,
tratamento de suporte e, quando for o caso, debridamento cirargico da ferida (Radostits et al.
2007, Riet-Correa 2007, Lobato et al. 2013).

A vacinacdo ¢ o método de escolha para controle e profilaxia do edema maligno e
gangrena gasosa. As vacinas devem ser polivalentes para que confiram protecdo as diversas
espécies de clostridios que afetam esta patologia (Lobato et al. 2007). Porém, para
comprovacdo de sua eficiéncia, testes devem ser realizados (Lobato et al. 2008). Alguns
estudos demonstram que grande parte das vacinas polivalentes ndo produz resposta imune
eficaz para os clostridios que causam estas doencas (Azevedo et al. 1998, Lobato et al. 2004,
Nascimento et al. 2004, Lobato et al 2008). Por isso é importante que sejam tomadas medidas
de higiene adequadas, utilizagdo de agulhas estéreis na vacinacdo e aplicacdo de
medicamentos, além de técnicas de assepsia durante procedimentos cirdrgicos, como em
castracdes e corte de cauda em ovinos (Lobato et al. 2007, Lobato et al. 2013).

Esporos destes microrganismos resistem a maioria das formas de esterilizacdo. Para
inativacdo, os materiais cirargicos devem ser submersos em solucdo de formaldeido 3% por
30 minutos (Odendaal & Kriek 2004).
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Carbunculo sintomatico em bovinos no Mato Grosso do Sul: 59 casos!
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ABSTRACT.- Heckler R.F., Lemos R.A., Gomes D.C., Dutra L.S., Silva R.0.S., Lobato F.C.F., Ramos C.A.N.
&Brumatti R.C. 2016. [Blackleg in cattle in Mato Grosso do Sul: 59 cases.] Carbunculo sintomatico em
bovinos no Mato Grosso do Sul: 59 casos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratdrio de
Anatomia Patoldgica, Faculdade de Medicina. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de
Anatomia Patoldgica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade do Federal do Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS79070-900, Brasil. E-mail: ricardo.lemos@ufms.br

This study was performed aiming to describe cases of blackleg (Clostridium chauvoei infection)
diagnosed in cattle from Midwestern Brazil from 1994-2014 considering epidemiological, clinical,
necropsy and histopathological findings and to evaluate the use of the following laboratory tests for the
diagnosis of blackleg: microbiological culture and identification, of the agent, microbiological culture and
identification of the agent by the polymerase chain reaction (PCR) and identification of the agent in
formalin fixed paraffin embedded tissues (FFPE). Criteria for presumptive diagnosis of blackleg included
necrohemorrhagic emphysematous myositis associated inflammatory infiltrate, coagulative necrosis of
myofiber, interstitial edema, hemorrhage, and gas bubbles interspersed among myofibers. Fifty nine cases
from 51 outbreaks of blackleg were found, which corresponded of 1,10% of 5,375 cattle deaths
investigated. In five of those samples of affected muscles cultures for the identification of pathogenic
clostridia were made. Another three samples of similar material were cultured for clostridia and
subsequent identification by PCR. In twelve samples of FFPE affected muscle fragments were submitted to
PCR for the identification of the etiological agent. Except for January, cases were observed in every month
of the year, with higher numbers in July-October. Most affected cattle were in the age range of 7-12 year -
old but calves younger than 6 month-old and older than 24-month-old were also observed. Vaccination
histories were scarce in those outbreaks. In 32 outbreaks some vaccination history was available but only
in two of those, vaccination was carried out properly. Fifty six cases of the disease were of classical
blackleg affecting the skeletal muscle. Muscle of the pelvic members were the most affected. In ten cases
muscles of the tongue, myocardium and diaphragm were also affected. Only three of the cases had the
visceral (cardiac) form. It was estimated that deaths occurred within 6-24 hours and in most cases cattle
was found death. In cases of visceral form there was sudden death. C. chauvoei was confirmed as the
etiology by culture and identification in five cases and by PCR in FFPE samples in 8 cases.

INDEX TERMS: Diseases of cattle, clostridial myositis, Clostridium chauvoei.
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RESUMO.- Esse estudo foi realizado com o objetivo de descrever casos de carbunculo sintomatico
(infecgdo por Clostridium chauvoei) diagnosticado em bovinos do Centro-Oeste brasileiro de 1994-2014,
para avaliar a epidemiologia, os sinais clinicos, os achados de necropsia e histopatologia e os seguintes
testes laboratoriais para o diagndstico de carbtinculo sintomadtico: cultura microbiolégica e identificagao
do agente, cultura microbioldgica e identificagdo do agente por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e
identificacdo do agente em material fixado em formol e incluido em parafina (FFIP). Os critérios para o
diagnostico presuntivo de carbiinculo sintomatico incluiu miosite necro-hemorragica enfisematosa,
associada a infiltrado inflamatorio, necrose de coagulacdo de miofribras, edema intersticial, hemorragia e
bolas de gds em meio as miofribras. Cinquenta e nove casos oriundos de 51 surtos foram encontrados, o
que corresponde a 1,10% das 5.375 mortes de bovinos investigadas. Em cinco desses casos, amostras de
musculo afetado foram cultivadas para clostridios patogénicos. Outras trés amostras de material
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semelhante foram cultivadas para clostridios e identificacdo subsequente por PCR. Doze fragmentos de
musculo afetado FFIP foram submetidos a PCR para identificacdo do agente etiolégico. Com excecdo de
janeiro, os casos de carbunculo sintomatico foram observados em todos os meses do ano com uma maior
incidéncia em junho-outubro. A faixa etaria da maioria dos bovinos afetados era 7-12 anos de idade, mas
bovinos mais jovens que 6 meses e mais velhos que 24 meses foram também afetados. Os histdricos de
vacinagdo eram escassos nesses surtos. Em 32 surtos havia alguma informagao sobre a vacina¢do, mas em
apenas dois casos a vacinagao tinha sido realizada adequadamente. Cinquenta e seis casos de carbinculo
sintomatico deste estudo eram casos classicos afetando os musculos esqueléticos. Os musculos mais
afetados foram os dos membros pélvicos. Em dez casos os musculos da lingua, miocardio e diafragma
estavam também afetados. Apenas trés dos casos apresentaram a forma visceral (cardiaca). Foi estimado
que as mortes ocorreram com curso de 6-24 horas e, na maioria dos casos, os bovinos foram encontrados
mortos. Em casos da forma visceral ocorreu morte subita. C. chauvoei foi confirmado em cinco casos como
etiologia pela cultura e identificacdo do agente e por PCR em amostras de musculo FFIP em oito casos.

TERMOS DE INDEXA(,‘.AO: Doencas de bovinos, miosite clostridial, Clostridium chauvoei.

INTRODUCAO

Carbtunculo sintomatico € uma miosite necrosante causada pela ativacio de esporos de Clostridium
chauvoei, conhecida também como manqueira, mancha ou doenca da perna preta, é caracterizada pela
inflamac¢do e necrose nos musculos afetados na auséncia de ferida penetrante (Hatheway 1990, Burke &
Opeskin 1999). Acomete principalmente a musculatura esquelética, podendo afetar o coracio, lingua e
diafragma (Uzal et al. 2003b, Harwood et al. 2007).

Carbunculo sintomatico é uma clostridiose histotoxica enddgena, em que os esporos de C. chauvoei
sdo ingeridos, absorvidos pelo trato gastrointestinal e através da circulagdo sanguinea alojam-se em
céluas fagociticas do musculo estriado (Barros 2011). Os esporos podem ficar latentes nos musculos por
anos até uma diminui¢do no nivel de oxigénio, permitindo a germinagdo dos esporos e multiplica¢do, além
de producdo de toxinas potencialmente fatais (Radostits et al. 2007, Useh et al. 2003, Kriek & Odendaal
2004). A doenca possui distribuicdo mundial, com potencial para provocar sérias perdas econOmicas,
acomete predominantemente bovinos de 6-24 meses em bom estado nutricional (Useh et al. 2006b, Fiss et
al. 2008).

O quadro clinico caracteriza-se por claudicagido, edema, crepitacio e aumento de volume na
musculatura afetada, podendo ocorrer depressio, letargia, anorexia e febre. Devido a evolugdo aguda da
doenga, em muitos casos nio se observam os sinais clinicos e os bovinos sdo encontrados mortos
(Radostits et al. 2007, Gregory et al. 2006, Groseth et al. 2011). Mortes subitas ocorrem quando o
miocardio é acometido (Uzal et al. 2003b, Casagrande et al. 2015). Macroscopicamente sdo observados
edema e crepitacdo das massas musculares afetadas, auséncia de feridas na pele e mucosas. Ao corte flui
liquido serossanguinolento, a musculatura é vermelha enegrecida de aspecto necrético e distendidas por
gas (Radostits et al. 2007, Assis et al. 2005). As principais alteragdes histolégicas sdo de miosite necro-
hemorrégica enfisematosa; ha presenca de infiltrado inflamatério neutrofilico, necrose segmentar de
coagulacdo de miofibras separadas por bolhas de gas, edema intersticial, hemorragia e deposicdo de
fibrina. Em alguns casos podem ser observados bastonetes gram-positivos em meio a lesdao (Uzal et al.
2003b, Assis et al. 2005, Casagrande et al. 2015).

O diagnostico baseia-se na observacgdo de lesGes macro e microscépicas e historico clinico, e pode
ser confirmado pela identificagdo do agente etiolégico por métodos microbiolégicos, imunolégicos ou
moleculares (Uzal et al. 2003a). A técnica molecular de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um
método amplamente utilizado, bastante eficaz e com menos interferentes; identifica bactérias
estreitamente relacionadas, ndo demanda a utilizagdo de anticorpos como as técnicas imunoldgicas e nem
exige isolamento prévio como método microbiolégico (Lange et al. 2010, Sasaki et al. 2001, Uzal et al.
2003a).

A principal medida profilatica preconizada é a imunizacdo (Schipper et al. 1978, Kriek & Odendaal
2004). Existem no mercado formulagdes monovalentes, contendo somente antigenos de C. chauvoei, e
polivalentes contendo antigenos de varios clostridios considerados patogénicos para bovinos. (Aratjo et
al. 2010).

Apesar de a doenga ser considerada importante no pais, os relatos sdo poucos, principalmente
séries historicas abordando as condi¢des de ocorréncia dos surtos sdo escassas e ndo ha dados sobre
aspectos relacionados ao diagnoéstico e o impacto econdmico da doenca.

Este trabalho tem como objetivo descrever os casos e surtos de carbunculo sintomatico
diagnosticados no Laboratério de Anatomia Patoldgica (LAP) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) de janeiro de 1994 a
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dezembro de 2014, abordando aspectos epidemiolégicos, sinais clinicos, achados de necropsia e
histopatolégicos, e realizar diagndstico laboratorial aplicando a técnica de isolamento e identificacdo
microbiolégica, isolamento microbioldgico e identificacdo pela técnica da PCR em tecidos fixados em
formol e incluidos em parafina (FFPI), de casos de carbtinculo sintomatico.

MATERIAL E METODO
Realizou-se um estudo retrospectivo correspondendo ao periodo de janeiro de 1994 a dezembro de 2014
com base nos laudos anatomopatolégicos de bovinos encaminhados ao LAP-FAMEZ/UFMS, Campo
Grande, MS.

Consideraram-se como carbinculo sintomatico os casos com alteracdes histologicas de miosite
necro-hemorragica enfisematosa, associada a infiltrado inflamatoério, necrose de coagulacdo das fibras,
bolhas de gas entre as miofibras, edema intersticial e hemorragia, que sido consideradas como
caracteristicas desta doenca (Radostits et al. 2007, Riet-Correa 2007, Valentine & McGavin 2012). A
auséncia de histérico de ferimentos perfurantes no local da lesdo, o quadro clinico e as lesdes
macroscopicas foram utilizados como critério complementar. Cada caso de carbunculo sintomatico foi
enumerado por ordem cronoldgica a partir do nimero 1.

Para analise epidemioldgica, casos provenientes de uma mesma propriedade e do mesmo periodo
foram agrupados em um Unico surto. Os dados de niimero total de animais na propriedade, sob-risco,
doentes e mortos, informacdes referentes a vacinagdo, musculos afetados e lesdes macro e microscopicas
foram retirados dos laudos de necropsia.

Para calcular os coeficientes de morbidade e letalidade considerou-se o total de animais sob-risco,
compreendido pelo nimero de animais da mesma faixa etaria de bovinos necropsiados e criados sob as
mesmas condi¢des de manejo nutricional e sanitario destes bovinos, os dados numéricos (doentes e
mortos) correspondiam ao momento do envio do material.

Em cinco casos (3, 9, 11, 25 e 29), amostras dos musculos afetados foram colhidas, envolvidas em
parafina para manter a condicdo de anaerobiose e imediatamente enviadas ao Laboratério de
Enfermidades Infecciosas dos Animais, no Departamento de Apoio Producdo e Sadde Animal da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Curso de Medicina Veterinaria, Aragatuba, Sdo Paulo, para
isolamento e identificagdo microbioldgica de clostridios patogénicos. Outras trés amostras acondicionadas
da mesma forma e armazenadas em refrigera¢do a 5°C por um periodo de 12 meses (caso 59, Quadro 1) a
36 meses (casos 52 e 54, Quadro 1) foram encaminhadas ao Laboratdrio de Anaerdbios da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, para isolamento
microbiolégico e identificagdo por PCR utilizando a técnica de PCR descrita por Ribeiro et al. (2012).

Em 12 casos (48- 59 Quadro 1), amostras FFIP foram submetidas a identificacdo pela técnica de
PCR no Laboratério de Biologia Molecular da FAMEZ/UFMS. Os tecidos FFPI, em que foram identificadas
lesdes caracteristicas de carbunculo sintomatico no exame histopatolégico, foram submetidos a técnica de
PCR. Cortaram-se se¢des de 20um de cada bloco, utilizando navalhas novas para cada bloco. Essas secdes
foram colocadas em tudo de microcentrifuga¢do. Procedeu-se a retirada do excesso de parafina das
amostras, com adicdo de 1,5ml de solugdo fisioldgica, aquecimento em termobloco a 96° C por 10 minutos
e centrifugacao a 16.000 rpm por 5 minutos. A parafina que ficou na parte superior foi descartada. Essa
etapa foi realizada trés vezes. As amostras foram submetidas a extracdo de DNA com kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega Corporation, Madison, WI, USA) e posterior amplificagdo por PCR segundo a
metodologia descrita por Kojima et al. (2001) para identificacdo molecular de C. chauvoei e C. septicum e
por Ribeiro et al. (2012) para identificacdo de C. novyi, C. sordellii e C. perfringens. A amplificagdo dos
fragmentos amplificados foi visualizada sob luz UV apés eletroforese em gel de agarose 2% corado com
Gel Red (Biotium, Hayward, CA, USA).

A avaliacdo econdmica baseou-se na quantidade de animais sob risco e animais mortos, sendo
desconsiderados os casos em que nao havia tais informagdes. Os valores monetarios utilizados foram
obtidos junto a praga comercial de Campo Grande, MS, tanto para estimar o valor dos animais quanto para
estimar o gasto com a vacinacgao.

Foram calculados os seguintes valores: valor do estoque animal sob risco, considerando a
quantidade total de rebanho sob risco multiplicado pelo valor unitario comercial da categoria informada;
valor aferido com as mortes, considerando a quantidade de mortes multiplicado pelo valor unitario
comercial da categoria; percentual de prejuizo estimado, calculado pela relagio ((prejuizo total R$/Valor
rebanho sob risco R$)*100); valor do custo estimado com a vacinagéo, calculado pelo total de rebanho sob
risco multiplicado pelo valor unitario da vacinagio por cabega.

Para a determinagdo do impacto do custo da vacinagdo sobre o prejuizo este foi calculado pela
relacdo ((custo da vacinacio R$/prejuizo total R$)*100), esta relagdo da a nog¢io de quanto é o impacto do
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custo sobre o prejuizo aferido, sendo que quanto menor o valor maior o impacto do prejuizo,
caracterizando que um pequeno gasto com vacinas poderia ter evitado um grande prejuizo.

RESULTADOS
No periodo estudado foram diagnosticados 59 casos de carbiinculo sintomatico, em um total de 5.375
bovinos submetidos para exame histopatolégico, correspondendo a 51 surtos da doenga em bovinos. Os
dados epidemioldgicos referentes aos surtos estdo descritos no quadro 1.

Dados sobre vacinacdo ndo foram informados em 19 surtos. E a maior parte dos casos em que
houve vacinagio nio foi informado qual o esquema de vacinacio utilizado, em 2 surtos utilizou o esquema
preconizado pelo fabricante e 3 surtos o esquema de 4 meses e dose refor¢o aos 8 meses para facilitar o
manejo.

Dados estratificados referentes a idade dos bovinos acometidos estdo descritos nos Quadros 2. Na
faixa etaria de 6 a 24 meses foram acometidos 48 bovinos.

Ocorreram casos de carbunculo sintomdatico em todos os anos do estudo, nas diferentes regides
geograficas do estado, e em quase todos os meses, com excecdo do més de janeiro. Os coeficientes de
morbidade e letalidade variaram de 0,5 a 33,33% e 27,27 a 100%, respectivamente, no entanto a maioria
dos surtos os valores de morbidade foram abaixo de 6,00% (Figura 1). No surto 3 houve tratamento com
antibidtico nos animais que apresentaram temperatura superior a 39° graus, portanto a letalidade deste
surto foi baixa devido o inicio do tratamento antes mesmo destes animais apresentarem outros sinais
clinicos de carbunculo sintomatico.

Em um surto, referente aos casos 9 e 10, o total de bovinos na propriedade era de 300 animais,
sendo 150 submetidos ao esquema de vacinagdo preconizado pela literatura (12 dose aos 4 meses e dose
reforco apds 30 dias) e os outros 150 ndo foram vacinados, a doenga acometeu apenas bovinos ndo
vacinados.

Os principais sinais clinicos, masculos afetados e achados de necropsia e histopatolégico estdo
descritos, por ordem de frequéncia, nos quadros 3, 4 e 5, respectivamente.

Quanto a observacgao de sinais clinicos, houve relatos em 41 casos. O restante dos casos os animais
haviam sido encontrados mortos (10 casos) ou a ficha clinica do bovino estava sem informagdes sobre
historico clinico (8 casos).

Em doze casos ndo houve descri¢do dos achados macroscopicos, em 8 casos as lesdes descritas ndo
mencionavam alteragdes sugestivas de carbunculo sintomatico, embora com encaminhamento de musculo
esquelético com lesdo. Nos casos restantes, as lesdes descritas eram caracteristicas de carbunculo
sintomatico, e, em 10 casos houve acometimento de mais de um sitio de infec¢do. Em um caso em que
houve acometimento do coragdo foi observado aderéncia do epicardio ao pericardio, além de edema e
fibrina aderidos ao coracao e pulmao, além de lesdes em miusculos esqueléticos (Figura 2). Em 12 casos o
material estava em avancado estagio de autdlise.

No quadro 6, descrevem-se os resultados dos exames laboratoriais empregados para identificagao
de clostridios causadores de mionecroses. Em 12 dos 17 casos submetidos ao exame de identificacdo do
agente causador, foi identificado C. chauvoei.

No quadro 7, descrevem-se os resultados econdémicos estimados para os casos analisados no
trabalho, onde é possivel verificar a oscilagdo estimada em termos do prejuizo com as mortes, o qual varia
de 0,75% a 27,50% para as propriedades que nao vacinaram, de 0,50% a 33,33% para as propriedades
que ndo informaram se vacinaram, e de 0,72% a 6,00% para as propriedades que vacinaram seus
rebanhos.

A relagdo custo da vacinagdo estimada por prejuizo estimado apresenta as seguintes oscilagdes:
para as propriedades que ndo vacinaram de 15,96% a 0,44%, para as que nao informaram a vacinacgdo de
36,14% a 0,54%, e as que vacinaram de 16,52% a 2,13%.

DISCUSSAO
Embora o carbtinculo sintomatico seja considerado como uma importante causa de perdas econdmicas em
diversos paises (Usehet al. 2003, Kriek & Odendaal 2004, Useh et al. 2006a) incluindo o Brasil (Riet-
Correa 2007, Lobato et al. 2013), sdo poucas as documentagdes de levantamentos sobre a doenca
abordando séries historicas. Em todos os anos deste estudo ocorreram casos de carbunculo sintomatico
nas diferentes regides geograficas do estado, demonstrando que a contaminag¢do das pastagens por C.
chauvoei estd disseminada e que a doenga é uma causa frequente de mortes em bovinos no estado.
Considerando que o C. chauvoei é um organismo telturico (Kriek & Odendaal 2004, Radostits et al. 2007) e
amplamente distribuido no estado, é provavel que a baixa prevaléncia de casos no periodo deste estudo
deva-se a vacinagdo ser uma pratica comum na maioria das propriedades. A vacinag¢do contra carbinculo
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sintomdatico com o uso de vacinas monovalentes e polivalentes é uma pratica disseminada no Brasil
(Araujo et al. 2010), e também em outros paises (Uzal et al. 2012). Segundo dados do Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Satide Animal (SINDAN), no Brasil, estima-se que 150 milhdes de doses de
vacinas sejam comercializadas anualmente, apresentando formulagdo monovalente e polivalente (Araudjo
etal. 2010).

O carbunculo sintomatico foi responsavel por 59 casos de morte em bovinos no Mato Grosso do Sul,
de um total de 5.375 materiais de bovinos examinados no LAP/FAMEZ, correspondendo a 1,10% das
causas de morte nessa espécie no periodo estudado. Em um estudo retrospectivo sobre doengas em
bovinos no Brasil na area de influencia do Laboratdrio Regional de Diagnésticos (LRD) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), referente ao periodo de 1978-2007, de um total de 5.133 materiais de bovinos,
29 foram diagnosticados com carbunculo sintoméatico, nimero que representa 0,56% do total de
diagndsticos realizados em bovinos naquela instituicdo e a clostridiose mais frequente nesta espécie (Fiss
etal. 2008).

Em outro estudo sobre doencas de bovinos realizado na regido central do Rio Grande do Sul no
periodo de 1964 a 2008, pelo Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), descreve o carbunculo sintomatico como a principal clostridiose em bovinos, responsavel
por 0,63% (42/6706) do total de diagndsticos em bovinos submetidos ao exame histopatoldgico (Lucena
et al. 2010). Embora esse nimero possa fornecer uma estimativa sobre o nimero de casos diagnosticados
no LAP/FAMEZ/UFMS, comparativamente com outros laboratérios de diagndstico, essa abordagem é
limitada, pois os dois estudos referidos sao de um mesmo estado da federacdo e abrangem series de 35
(Fiss etal. 2008) e de 45 anos (Lucena et al. 2010).

Os casos ocorreram em quase todos os meses do ano, e observou-se um maior nimero de casos
entre os meses de junho e outubro. Esses dados sao semelhantes a outros relatos sobre a doenga no Brasil,
em que o maior nimero de casos ocorreu no inverno e primavera (Fiss et al. 2008). Alguns autores, em
outros paises, mencionam que a doenca apresenta incidéncia sazonal, com maioria dos casos nos meses
quente do ano. Esses mesmos autores destacam que pode haver variacdo na sazonalidade, com maior
ocorréncia de casos entre a primavera e o outono (Kriek & Odendaal 2004, Radostits et al. 2007). Outras
condi¢cbes descritas como favoraveis a ocorréncia de surtos sdo chuvas fortes ou a escavac¢io do solo. Altas
precipitacdes podem estar relacionadas a difusdo dos esporos por dreas mais amplas, solos saturados de
agua que contribuem para anaerobiose e favorecem a multiplicagdo do C. chauvoei, além de proporcionar
pastagens com maior disponibilidade e mais nutritivas, resultando em animais bem nutridos e, por
conseguinte favoraveis a ocorréncia da doenga (Useh et al. 2006a). Em relacdo a escavagdo do solo sugere-
se que este procedimento pode expor e ativar esporos latentes de C. chauvoei (Radostits et al. 2007). A
época de maior incidéncia de casos também pode estar relacionada aos meses do ano no qual os bezerros
atingem a idade de maior susceptibilidade, que é determinada pelo manejo reprodutivo.

A maioria dos casos diagnosticados ocorreu em bovinos com idade entre 7 a 12 meses, porém casos
de bezerros com idade inferior a 6 meses e bovinos com idade superior a 24 meses também foram
observados. A ocorréncia de casos predominantemente em bovinos com idade entre 6- 24 meses é
descrita pela maioria dos autores (Assis et al. 2005, Kriek & Odendaal 2004, Riet-Correa 2007, Groseth et
al. 2011). A ocorréncia de poucos casos da doenca em bezerros de até 6 meses de idade é explicada pela
protecdo conferida pelo colostro e a ocorréncia de casos nesse grupo de bezerros indica falha na
transferéncia da imunidade passiva. Apds essa idade ocorre a diminui¢do da imunidade passiva (Kriek &
Odendaal 2004, Radostits et al. 2007). Embora ndo existam estudos sobre a maior resisténcia de bovinos
com idade acima de 24 meses, é provavel que a mesma deva-se a imunidade naturalmente adquirida pelas
sucessivas infeccdes que ocorrem em bovinos mantidos em areas contaminadas. Dessa forma, bovinos
adultos ndo vacinados criados em 4areas livres da doenca podem adoecer quando introduzidos em areas de
risco.

A maioria dos casos encaminhados ndo continha informagdes detalhadas sobre o histérico de
vacinagdo. Em 12 surtos a vacinagio nao foi realizada, em 8 surtos foi realizada inadequadamente, e em
apenas 2 surtos o procedimentos foi realizado conforme as recomendagées do fabricante, ou seja,
aplicacao da primeira dose aos 4 meses de idade e dose reforgo apés 30 dias. Em trés surtos os bezerros
tinham sido vacinados aos 4 meses com refor¢o aos 8 meses de idade, pratica que pode ser considerada
adequada (Aratjo et al. 2010) e bastante utilizada pelos produtores. A vacinagdo inadequada em 8 surtos
deve ao fato de ter sido realizada a menos de 15 dias antes do inicio dos surtos. Em todos os surtos em que
os protocolos de vacinagdo nido eram adequados, os bovinos tinham mais de 8 meses, de modo que a
imunidade passiva ja havia declinado para niveis ndo protetores.

Uma dificuldade encontrada para avaliar se os protocolos utilizados estdo em conformidade com as
recomendacdes técnicas é que em propriedades que ndo possuem um calendario sanitario, bem definido,
no qual os animais sejam separados em lotes de acordo com suas idades. E possivel que a idade dos
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bezerros vacinados seja bastante variavel. Por exemplo, quando a primeira dose de vacina é aplicada
simultaneamente em todos os bezerros de uma propriedade, podem ser vacinados bezerros com idade
superior ou inferior a 4 meses. Esse pode ser um procedimento de risco, pois os bezerros mais velhos
estariam com menor protecio devido ao declinio da imunidade colostral, e bezerros mais novos podem
ter menor protecdo em virtude da interferéncia dos anticorpos colostrais com a vacina. Ressalta-se que a
interferéncia negativa da imunidade passiva com a producdo de anticorpos vacinais é controversa. Varios
autores citam a existéncia de efeito negativo (Troxel et al. 1997, Radostits et al. 2007), porém isso nao é
confirmado em outros estudos (Schipper et al. 1978).

Outro ponto a ser destacado é ocorréncia de surtos da doenca em bovinos devidamente vacinados
na Australia (Reed & Reynolds 1977) e também no Brasil (Santos 2003), devido a existéncia de diferencas
antigénicas entre as cepas de campo e as cepas utilizadas na elaboracdo da vacina.

Embora a vacinagdo seja uma pratica mundialmente disseminada, existem poucos estudos
baseados em ensaios clinicos comprovando a eficicia da vacina (Uzal et al. 2012). No presente estudo, a
evidéncia da eficacia da vacinac¢io foi observada em um surto em que bovinos mantidos sob as mesmas
condi¢bes, uma parte recebendo vacinagio conforme a recomendacio técnica e outra parte sem vacinagio,
a doenga atingiu somente os bovinos nao vacinados.

Houve ampla variagdo entre os coeficientes minimo e maximo de morbidade (0,50 a 33,33%) e
letalidade (27,27 a 100%), de forma semelhante a outros relatos sobre a doenga, nos quais esses
coeficientes variaram de 0,66 a 57,14% para morbidade e 85,71 a 100% para letalidade (Assis et al. 2005,
Casagrande et al. 2015, Groseth et al. 2011,Harwood et al. 2007,Uzal et al. 2003b). Destaca-se que no
presente estudo, na maioria dos surtos (22/31), a morbidade foi inferior a 6,00%. Deve-se considerar
também que os coeficientes de morbidade mais elevados ocorreram em lotes pequenos de bovinos, de
forma que um unico caso representa um percentual importante do grupo de animais. Outro dado
importante refere-se a letalidade que em alguns surtos (4/31) foi inferior a 100%. Esses dados devem ser
interpretados com cautela, pois como os dados foram colhidos no momento do envio do material ao
laboratdrio, é provavel que a maioria dos bovinos doentes tenha morrido. A letalidade do carbiinculo
sintomatico é virtualmente 100%, e mesmo animais tratados apresentam progndstico desfavoravel (Kriek
& Odendaal 2004, Riet-Correa 2007).

Em relacdo a forma de ocorréncia da doencga, com excecdo de trés casos que se caracterizaram
como a forma visceral (cardiaca), os demais foram da forma classica. Estes dados estdo de acordo com
relatos anteriores que mencionam que a forma classica é predominante, e a forma visceral ocorre
esporadicamente (Glastonbury et al. 1988, Uzal et al 2003b). Os sinais clinicos observados foram
semelhantes a relatos anteriores da doenga, inclusive o fato de que muitos bovinos sdo encontrados
mortos, sem que sinais prévios sejam observados (Groseth et al. 2001, Uzal et al. 2003b, Gregory et al.
2006, Harwood et al. 2007, Casagrande et al. 2015). Considerando que nos casos em que foi possivel
observar a evolucdo clinica, a morte ocorreu entre 6- 24 horas, conforme relato de produtores e
veterinarios de campo, em condi¢cdes de criagcdes extensivas é provavel que muitos bovinos sejam
encontrados mortos. Nos casos da forma visceral, com acometimento do corag¢do, ocorreram mortes
subitas.

Os achados de necropsia e histopatolégicos, tanto na forma visceral quanto na forma classica, foram
semelhantes aos relatos anteriormente (Uzal et al. 2003b, Odendaal & Kriek 2004, Barros
2011,Casagrande et al. 2015, Cooper & Valentine 2016). Os musculos mais acometidos na forma classica
foram os musculos dos membros pélvicos e em 10 casos outros musculos, como a lingua, coragdo e
diafragma, também foram afetados juntamente com a musculatura dos membros. A maioria dos autores
considera que os musculos mais afetados sdo os dos membros pélvicos, porém nao detalham a incidéncia
de lesdes nos musculos de outras regides anatdmicas, nem a ocorréncia de lesdes em mais de um musculo
no mesmo animal (Radostits et al. 2007).

A histopatologia associada aos achados de necropsia e ao quadro clinico demonstrou ser um
critério eficiente de diagndstico. Esse critério é utilizado por varios laboratérios do Brasil (Riet-Correa
2007) e de outros paises (Kriek & Odendaal 2004, Useh et al. 2006b). Esta metodologia é utilizada devido
a dificuldade de isolamento do C. chauvoei em amostras clinicas (Uzal et al. 2003a) e também pelo fato de
muitas vezes o material ser encaminhado somente formolizado. A eficiéncia da histopatologia associada
ao quadro epidemioldgico e clinico, foi confirmada pelo isolamento e identificagdo microbiolégica de C.
chauvoei em cinco casos e de sua detecgio pela técnica de PCR em 8 casos.

Nos oito casos encaminhados para isolamento bacteriano, em 5 isolou-se C. chauvoei em cultura
pura e em dois apenas o C. septicum foi isolado. Em um material ndo houve isolamento de clostridios
patogénicos. O isolamento ou identificacdo de outros clostridios em lesées de bovinos mortos com quadro
clinico de carbuiinculo sintomético deve ser avaliado criteriosamente, pois varios clostridios (C. septicum, C.
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perfringens) podem proliferar apds a morte do animal (Kriek & Odendaal 2004, Radostits et al. 2007, Riet-
Correa 2007).

A técnica de isolamento e identificacdo microbioldgica (amostras 3, 9, 12, 25 e 29) foi empregada
com sucesso para a detecgdo de C. chauvoei, nesses casos as amostras foram enviadas em ambiente de
anaerobiose, resfriadas e encaminhadas logo apés a coleta. Apesar da dificuldade para isolamento, este
procedimento deve ser incentivado, pois casos de falhas vacinais devido as diferencas entre a cepa oficial
e a de campo sdo descritas na Australia (Reed & Reynolds 1977) e também no Brasil (Santos 2003, Araujo
et al. 2010). Assim a existéncia de bancos de cepas de campo é uma medida de seguranga para avaliacdo
periddica da eficacia das vacinas.

Em dois materiais de bovinos, pertencentes ao mesmo surto, com quadro epidemiolégico, clinico e
anatomopatolégico caracteristicos de carbuinculo sintomatico, armazenados durante o periodo de tempo
de 12 meses, houve isolamento de C. septicum em cultura pura com posterior confirmac¢do pela PCR
realizada do cultivo, além desses outro material também com quadro caracteristico de carbunculo
sintomatico foi negativo no isolamento, sendo os trés materiais positivos para C. chauvoei na técnica de
PCR no material FFPI. Observa-se que a armazenagem de material por tempo superior a 12 meses pode
interferir no resultado do isolamento bacteriano.

A técnica de PCR em amostras fixadas em formol foi eficiente para identificar C. chauvoei,
detectando exclusivamente este clostridio em 8 de 12 casos. Resultados semelhantes sdo descritos por
outros autores (Kuhnert et al. 1997, Uzal et al. 2003a). A utilizacdo da PCR em materiais formolizados é
uma alternativa promissora em situagdes nas quais nido é possivel a coleta e remessa imediata para
laboratdrio para isolamento bacteriano.

Outro ponto a ser destacado é que o isolamento e identificacdo de C. chauvoei em amostras sem
lesdo caracteristica ndo podem ser considerados como critério de diagnéstico da doenga, pois o agente
pode ser isolado de amostras de animais sadios (Useh et al. 2006b). Muitos organismos incluindo C.
perfringens, C. septicum, C. sordellii sdo saprofitos universais e estdo presentes no trato digestivo de
bovinos sadios. 0 mesmo pode ocorrer com C. haemolyticum e C. novyi tipo B no figado e trato digestivo de
animais criados em areas endémicas para a hemoglobindria bacilar e a hepatite necrdtica. Durante os
estagios terminais de algumas doencgas nao causadas por clostridios, esses organismos podem invadir a
corrente sanguinea através do intestino ou figado e se disseminarem pelos tecidos da carcaga. Como esses
clostridios se proliferam nos tecidos dos animais mortos, a autélise é acelerada com simultidnea de
producdo de gas. Assim, bovinos encontrados mortos ou com histéricos de mortes stbitas, com auséncia
de lesdes macroscépicas, ocorréncia de autdlise rapida, presenca de gas na carcaca e no isolamento de
clostridios potencialmente patogénicos, podem ser erroneamente diagnosticados como casos de miosites
clostridiais. O isolamento de clostridios patogénicos durante a necropsia é essencialmente de dificil
interpretacdo, sem significado diagndstico na auséncia de lesdes compativeis com a doenca ou na
demonstragdo da toxina especifica em testes de inoculagdo em camundongos (Hjerpe 1990).

A dificuldade para o isolamento de C. chauvoei reforca a importiancia da necropsia e da
histopatologia para o diagnéstico do carbunculo sintomatico. Diversos fatores podem interferir no
diagnéstico bacterioldgico. Dentre estes se destaca o tempo decorrido da coleta da amostra e a realizacdo
da analise, e também as condi¢des assepsia e conservacao do material colhido (Radostits et al. 2007, Riet-
Correa 2007). C. septicum por ser um microrganismo de putrefacio e invasor post mortem, que pode estar
presente no momento da coleta da amostra e ndo necessariamente estar envolvido na patogenia da
doenga (Kuhnert et al 1997, Lobato et al. 2007), outro fator importante a ser considerado é que o C.
septicum inibe o crescimento do C. chauvoei em meios de cultura sélidos. Infec¢des com C. chauvoei e C.
septicum nao sao infrequentes, mas a importancia do C. septicum como agente etiol6gico da doenca é
discutida (Radostits et al. 2007).

No presente estudo ndo houve isolamento de C. chauvoei conjuntamente com outros clostridios
patogénicos, porém em dois casos em que houve isolamento apenas de C. septicum, o C. chauvoei foi
identificado pela PCR em material fixado em formo e incluido em parafina. Em um estudo envolvendo 176
casos de miosites clostridiais em bovinos, C. chauvoei foi encontrado sozinho ou juntamente com o C.
septicum em 56% dos casos, em 36% dos casos foi identificado apenas C. novyi ou C. novyi e C. septicum
(Williams et al. 1977). Embora alguns autores considerem que esses resultados indiquem que para a
maxima protecdo do rebanho bovino deva se utilizar vacinas polivalentes contendo estes antigenos
(Radostits et al. 2007), nas condi¢des brasileiras evidéncia de campo refor¢cam a importancia do C
chauvoei como causador do carbuinculo sintomatico, pois durante muitos anos havia apenas vacinas
monovalentes, e mesmo apés o advento das vacinas polivalentes um grande nimero de bovinos no Brasil
era imunizado com vacinas monovalentes (Lobato et al. 2004) sem que fossem registradas mortalidades
por carbunculo sintomatico nessa populacdo de animais. Esta doenca causa severas perdas econémicas
em bovinos em muitas partes do mundo e grande parte dos surtos pode ser evitado pela utilizagdo da
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vacinagdo, embora surtos possam ocorrer ocasionalmente em rebanhos devidamente vacinados ou com
esquema vacinal incompleto (Radostits et al. 2007).

Os resultados demonstram que o carbuinculo sintomatico é uma doenca frequente em bovinos em
Mato Grosso do Sul que pode provocar importantes prejuizos para os produtores rurais.

A estimativa de prejuizos, custos e impactos econdmicos da ocorréncia da doenga evidenciam que a
ndo vacinagdo e/ou a vacinacdo inadequada elevam os valores de prejuizos ao produtor e seus impactos
na lucratividade da propriedade, uma vez que a mortalidade apresenta-se em coeficientes elevados
quando da ocorréncia da doenca. Embora a auséncia de informagdes prejudique a precisa avaliagio dos
resultados econO0micos, e a auséncia na literatura de dados para comparagio, os resultados obtidos
indicam uma pior situagdo econémica nos surtos em que ndo houve a vacinag¢do ou nao foram informados.

Os resultados demonstram que o carbtnculo sintomdtico é uma doenca frequente em bovinos no
Mato Grosso do Sul que pode provocar importantes prejuizos para os produtores rurais. O custo destes
prejuizos pode ser reduzido com a realizagdo de um programa de vacinagdo adequado, considerando-se
como tal a aplicacdo de vacinas eficazes contra cepas de C. chauvoei prevalentes na regido, conforme
protocolos preconizados pelos fabricantes ou por estudos que evidenciem sua eficacia.

CONCLUSOES
O carbunculo sintomatico é uma doenca frequente no Mato Grosso do Sul ocorrendo em todos os anos do
estudo. Bovinos com idade entre 7 a 12 meses sdo os mais acometidos, porém casos esporadicos ocorrem
em bovinos com idade abaixo de 6 meses e acima de 24 meses. Ha predominancia da forma classica, mas
ocorreram casos esporadicos da forma visceral. O nimero de casos em bovinos adequadamente vacinados
foi inferior ao nimero de casos em bovinos ndo vacinados ou inadequadamente vacinados.
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Quadro 1. Dados epidemiolégicos dos surtos de carbinculo sintomatico em bovinos
diagnosticados no LAP/FAMEZ no periodo de 1994 a 2014.
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Julho
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206
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NI
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Sim
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Sim
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51 Marco 8m 80 80 2 2 NI NI
52,53 e .

5 4ok Dezembro 18 m 310 80 4 3 Sim NI
55 Setembro 11m 480 68 2 2 NI NI
56 Outubro 12 m 115 115 5 5 NI NI
57 Novembro 30m 700 NI NI NI Nao -
58 Julho 12 m 160 40 1 1 NI NI
59 Setembro 8m 1500 NI 3 3 Sim NI

*=2 necropsias; **=3 necropsias; NI - ndo informado; Protocolo 1 = primeira dose aos 4 meses e dose refor¢o apds 30
dias; Protocolo 2 = primeira dose aos 4 meses e dose refor¢o aos 8 meses; A = vacinagdo 1-5 dias antes do inicio do
surto; B = vacinagdo 6-15 dias antes do inicio do surto.

Quadro 2. Distribuicdo conforme faixa etaria dos casos de carbunculo sintomatico em bovinos

diagnosticados no LAP/FAMEZ no periodo de 1994 a 2014.

Idade Total de casos %
0-6 meses 8 13,6
7-12 meses 35 59,3
13-18 meses 9 15,3
19-24 meses 1 1,7
> 24 meses 4 6,8
NI 2 3,4

* NI = ndo informado

Quadro 3. Frequéncia de sinais clinicos dos casos de carbinculo sintomatico em bovinos
diagnosticados no LAP/FAMEZ no periodo de 1994 a 2014.

Sinal Clinico Ne %
Claudicacgao 23/41 56,10
Prostracao 14/41 34,15
Aumento de volume na musculatura 12/41 29,27
Crepitacdo na area afetada 7/41 17,07
Edema 7/41 17,07
Tremores 4/41 9,76
Dificuldade de locomogio 2/41 4,88
Inapeténcia 1/41 2,44
Taquipnéia 1/41 2,44

Quadro 4. Frequéncia dos musculos afetados nos casos de carbinculo sintomatico em bovinos
diagnosticados no LAP/FAMEZ no periodo de 1994 a 2014.

Musculos afetados Ne %
Musculo esquelético 46/59 77,97
MPD* 9/46 19,56
MPE* 15/46 32,61
MAD* 5/46 10,87
MAE* 5/46 10,87
Psoas 1/46 2,17
Regido anatomica ndo informada 11/46 2391
Coracgdo e musculos dos membros 6/59 10,17
Coracao 3/59 5,08
Coracao, lingua e musculos dos membros 1/59 1,69
Lingua e musculos dos membros 1/59 1,69
Lingua, diafragma e musculos dos 1/59 169
membros ’
Diafragma e musculos dos membros 1/59 1,69

* MPD= membro pélvico direito; MPE= membro pélvico esquerdo; MAD= membro toracico direito; MAE= membro
toracico esquerdo.
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Quadro 5. Frequéncia de achados de necropsia e histopatolégico nos casos de carbinculo
sintomatico em bovinos no LAP/FAMEZ no periodo de 1994 a 2014.

Achados de necropsia Ne % Achado histopatoldgico Ne %
Area muscular afetada vermelho escura 34/39 87,18 Infiltrado de neutréfilos 55/59 93,22
Crepitacdo na area afetada 23/39 58,97 Hemorragia 52/59 88,14
Edema serossanguinolento 16/39 41,03  Fibrina 37/59 62,71
Bom estado nutricional 15/39 3846  ecrosesegmentar de 32/59 54,24
coagulacdo

Odor butirico 10/39 25,64  Separacdo entre as fibras 30/59 50,85
Tecido flutua no formol 6/39 15,38 ‘(’g"";;"los emmeiodlesio ;59 2g81
Esplenomegalia 6/39 15,38

Secrec¢do sanguinolenta nariz ou anus 5/39 12,82

Aumento do volume muscular na drea 4/39 10,26

afetada

Quadro 6. Resultados dos exames laboratoriais de isolamento e identificacio microbioldgica e
molecular dos casos de carbiinculo sintomatico encaminhados para analise laboratorial de
isolamento e identificacao.

Amostra Isolamento e identificacdo Isolamento microbiolégico e Identificagdo por PCR (tecido
microbiolégica identificacdo por PCR FFPI)

3 C. chauvoei NR NR

9 C. chauvoei NR NR

12 C. chauvoei NR NR

25 C. chauvoei NR NR

29 C. chauvoei NR NR

48 NR NR Negativo
49 NR NR C. chauvoei
50 NR NR Negativo
51 NR NR Negativo
52 NR C. septicum C. chauvoei
53 NR NR C. chauvoei
54 NR C. septicum C. chauvoei
55 NR NR C. chauvoei
56 NR NR C. chauvoei
57 NR NR Negativo
58 NR NR C. chauvoei
59 NR Negativo C. chauvoei

NR = nio realizado

Quadro7. Resultados da andlise econdmica dos casos de carbunculo sintomatico em bovinos
diagnosticados no LAP/FAMEZ no periodo de 1994 a 2014.

Valor Custo

Caso Animais Animais Vacinacio  Rebanho Prejuizo  Prejuizo Vacina Relacdo
Sob Risco ~ Mortos s RS R$ % RS Custo/Prejuizo

57 80 22 Nio 107.600 29.590 27,50% 129 0,44%
25 4 1 Nio 5.044 1.261 25,00% 6 0,51%
35 12 2 Nio 15.132 2.522 16,67% 19 0,77%
9e

10* 150 16 Nio 183.000 19.520 10,67% 242 1,24%
13e

14* 78 8 Nio 95.160 9.760 10,26% 126 1,29%
34 29 2 Nio 35.380 2.440 6,90% 47 1,91%
47 534 13 Nio 651.480 15.860 2,43% 860 5,42%
48 125 2 Nio 218.750 3.500 1,60% 201 5,75%
46 110 2 Nio 147.950 2.690 1,82% 177 6,58%
42 206 4 Nio 251.320 4.880 1,94% 332 6,80%
38 800 6 Nio 1.076.000 8.070 0,75% 1.288 15,96%



8 6 2 NI 5.346 1.782
18 16 1 NI 20.176 1.261
56 115 5 NI 140.300 6.100
19 26 1 NI 34.970 1.345
55 68 2 NI 82.960 2.440
28 40 1 NI 50.440 1.261
58 40 1 NI 48.800 1.220
26 30 1 NI 26.730 891
4 50 1 NI 64.125 1.283
51 80 2 NI 71.280 1.782
16 600 5 NI 732.000 6.100
7 200 1 NI 178.200 891
27 100 6 Sim 126.100 7.566
31 367 17 Sim 493.615 22.865
3 60 3 Sim 64.560 3.228
17 156 6 Sim 200.070 7.695
52,

53e

54%* 80 3 Sim 97.600 3.660

39e

40* 200 5 Sim 244.000 6.100
20,

21e

22%* 940 11 Sim 1.011.440 11.836
49 138 1 Sim 185.610 1.345

33,33%
6,25%
4,35%
3,85%
2,94%
2,50%
2,50%
3,33%
2,00%
2,50%
0,83%
0,50%
6,00%
4,63%
5,00%
3,85%

3,75%

2,50%

1,17%
0,72%

10
26
185
42
109
64
64
48
81
129
966
322
161
591
97
251

129

322

1.513
222

34

0,54%
2,04%
3,04%
3,11%
4,49%
511%
5,28%
5,42%
6,28%
7,23%
15,84%
36,14%
2,13%
2,58%
2,99%
3,26%

3,52%

5,28%

12,79%
16,52%

*=2 necropsias; **=3 necropsias
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Figura 1. Distribuicio conforme coeficientes de morbidade dos
casos de carbuiinculo sintomatico em bovinos diagnosticados no
LAP/FAMEZ no periodo de 1994 a 2014.
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Figura 2. Carbunculo sintomatico - achados de necropsia: A. musculatura enegrecida com bolhas
de gas (seta). B. Edema entre fascias musculares e fibras, hemorragia e bolhas perilesionais (seta).

C. Tecido flutuando no formol. D. Aderéncia do epicardio ao pericardio. E. Fibrina e edema aderido
ao coracio. F. Fibrina e edema sob superficie pleural.



