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Actinobacillosis is a not contagious infectious disease, usually chronic, and characte-
rized by pyogranulomatous inflammatory reaction that occurs in cattle and is less com-
mon in sheep, pig, and horse. Soft tissues of head, mouth, and regional lymph nodes are
affected. In this retrospective study, lesions suggestive of Actinobacillosis from 18 cases
of anatomopathologic bovine samples were retrieved from the archives of Setor de Pato-
logia Veterindria of Universidade Federal do Rio Grande do Sul, from January 1997 to May
2011. The lesions were classified histologically, evaluated by histochemistry, and immuno-
histochemistry (IHC) in order to standardize inflammatory infiltration. The most frequent
histological findings were typical pyogranulomas of actinobacillosis contained radiating
eosinophilic clubs surrounded by neutrophils, macrophages, lymphocytes and abundant
fibrous connective tissue. Gram-negative coccobacillus bacteria were shown in all lesions
by Gram stain. Abundant macrophages were immunopositive for CD68, especially epithe-
lioid cells and multinucleated giant cells. In addition, a positive immunostaining for CD3 (T
lymphocyte) was observed in proportion of 1:3 in lymphocyte inflammatory infiltration,
while [HC for CD79acy (B lymphocytes) was obtained in proportion of 2:3. These results
indicated that B lymphocytes are the majority of lymphocyte in the inflammatory area.

INDEX TERMS: Actinobacillus lignieresii, actinobacillosis, diseases of cattle, immunohistochemistry.

RESUMO.- Actinobacilose é uma doenca infecciosa, ndo con-
tagiosa, geralmente cronica, caracterizada por reagdo infla-
matdria piogranulomatosa que ocorre em bovinos e, menos
comumente, em ovinos, suinos e equinos. Tecidos moles de
cabega, pescoco e linfonodos regionais sdo afetados. Neste
estudo foram compilados e avaliados 18 casos de bovinos
dos livros de registro de janeiro de 1997 a maio de 2011 com
diagnéstico de actinobacilose. As lesdes foram caracteriza-
das histologicamente, avaliadas por técnicas de histoquimica
e imuno-histoquimica. No exame histolégico foram eviden-
ciados piogranulomas tipicos de actinobacilose contendo
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clavas eosinofilicas radiadas, circundadas por neutroéfilos,
macroéfagos, linfécitos e abundante tecido conjuntivo fibroso.
Todas as lesdes apresentaram cocobacilos Gram negativos
na coloracdo de Gram histolégico. Abundantes macroéfagos
tiveram marcacdo positiva para CD68, especialmente células
epitelioides e células gigantes multinucleadas. Foi observada
marcacdo positiva para CD3 (Linfocitos T) em cerca de 1:3
das células do infiltrado inflamatério linfocitario, e marcagao
positiva para CD79acy (Linfécitos B) em 2:3 dos linfécitos,
indicando que estes correspondem a maioria dos linfocitos
nas areas inflamatoérias das lesdes de actinobacilose.

TERMOS DE INDEXAGAO: Actinobacillus lignieresii, actinobaci-
lose, doenga de bovinos, imuno-histoquimica.

INTRODUCAO
A actinobacilose é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa,
geralmente cronica, caracterizada por inflamacido piogra-
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nulomatosa. Acomete bovinos e, com menor frequéncia,
ovinos, suinos e equinos (Coetzer & Tustin 2004, Radostits
etal. 2007, Riet-Correa et al. 2007).

E causada por Actinobacillus lignieresii, cocobacilo
Gram-negativo, comensal do trato digestorio dos bovinos.
Alimentos fibrosos ou grosseiros, que induzem lesdes trau-
maticas na cavidade oral, facilitam a instalagdo do micror-
ganismo e seu acesso a linfonodos regionais e/ou outros 6r-
gaos, via hematégena ou linfatica (Riet-Correa et al. 2007).

A doenga tem distribuicdo mundial, mas geralmente é
de ocorréncia esporadica (Bazargani & Tafti 2010). No en-
tanto, no Rio Grande do Sul tem sido descritos surtos de
actinobacilose em bezerros e novilhos pastoreando em res-
tevas de arroz ou soja com forragem grosseira, como talos
que permanecem apds a colheita de graos e que podem in-
duzir lesdes por trauma na mucosa oral (Mondadori et al.
1994). Um surto de actinobacilose foi associado a pastoreio
de bovinos em pastagens compostas predominantemente
por anoni, graminea grosseira acidentalmente introduzida
no Rio Grande do Sul, com cerca de 15% de 800 bovinos de
corte clinicamente afetados (Loss et al. 2006) e outro surto,
com doenca em 90% de 200 bovinos, é também descrito
(Albuquerque et al. 1983).

A transmissao é favorecida quando ha animais com des-
cargas infectantes que contaminam alimentos, cochos e
bebedouros (Coetzer & Tustin 2004, Radostits et al. 2007,
Riet-Correa et al. 2007, Peli et al. 2009).

Em bovinos as lesdes localizam-se preferencialmente
em lingua e linfonodos de cabeca e pescoco, principalmen-
te nos linfonodos retrofaringeos, parotideos, sublinguais
e mandibulares e, menos comumente, em outros tecidos,
como proventriculos, pulmades, ttero e pele (Coetzer & Tus-
tin 2004). A lingua pode ser afetada parcial ou totalmente
(Riet-Correa et al. 2007). A sua palpac¢do pode evidenciar
aumento de volume e rigidez, dai o nome popular da actino-
bacilose de “lingua de pau”; particularmente na base da lin-
gua, e sua manipulacdo provoca dor e repulsa nos animais
acometidos (Radostits et al. 2007). Na superficie lingual é
possivel perceber nédulos firmes de tamanhos variados,
cuja incisdo pode revelar multiplos nédulos arredondados,
esbranquicados, que variam de alguns milimetros a cerca
de trés centimetros de diametro, contendo pequenos gra-
nulos amarelados, semelhantes a graos de enxofre. Essas
alteragdes interferem na mastigacdo e na degluticdo, com
resultantes sialorreia, dificuldade na apreensao de alimen-
tos e perda de peso (Brown, Baker & Barker 2007, Bazar-
gani & Tafti 2010). Milne et al. (2001) descrevem actino-
bacilose cutanea em trés bovinos, com lesdes acentuadas e
restritas a pele da face.

As alteragdes histoldgicas sdo caracterizadas por infla-
macdo piogranulomatosa com coleg¢des centrais de coco-
bacilos, cercadas por clavas eosinofilicas compostas por
imunocomplexos. As clavas sdo dispostas radialmente,
cercadas por quantidade variavel de neutrofilos e rodea-
das por macroéfagos e/ou células gigantes multinucleadas.
Infiltrados de linf6citos e plasmdcitos estdo presentes nas
adjacéncias, além de tecido de granulacdo e fibrose reativa
(Brown et al. 2007).

O objetivo do presente trabalho é descrever os achados
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patologicos de 18 casos de actinobacilose e caracterizar
seu infiltrado inflamatdrio com auxilio da técnica de imu-
no-histoquimica.

MATERIAL E METODOS

Dezoito Casos de bovinos do arquivo de exames anatomopatolé-
gicos e de necropsias do Setor de Patologia Veterinaria da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS), do periodo de
janeiro de 1997 a maio de 2011 e que tiveram lesdes de actinoba-
cilose foram avaliados.

Nas necropsias e das amostras de abatedouro/frigorifico en-
viadas refrigeradas/congeladas foram colhidos fragmentos de di-
versos 0rgaos, fixados em solugdo de formalina 10% e processa-
dos na técnica de rotina histolégica. Amostras de linfonodos e da
lingua foram colhidas e remetidas para cultivo bacteriolégico. Da-
dos referentes a raga, sexo, idade, historico clinico e achados ma-
croscopicos foram compilados dos livros de registro e analisados.

Foram realizadas as técnicas histoquimicas de coloragdo de
Brown-Hopps modificada (Gram) e a de Tricromio de Masson
(TM) (Prophet et al. 1992), esta para a evidenciacdo de tecido
conjuntivo fibroso. Casos do arquivo diagnosticados como gra-
nulomas actinomicoides ou lesdes sugestivas de actinobacilose
foram caracterizados, com base nos aspectos morfolégicos e na
coloragio histoldgica de Gram.

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) foi empregada para a
caracterizacgdo de linf6citos T (anticorpo anti-CD3), de linf6citos B
(anti-CD79acy) e de macrofagos (anti-CD68), em nove dos 18 Ca-
sos. Utilizaram-se o método da estreptavidina ligada a peroxidase
para o anticorpo anti-CD68 e o método da estreptavidina ligada
a fosfatase alcalina para os anticorpos anti-CD3 e anti-CD79acy.
Os protocolos utilizados para a identificacdo de macréfagos e de
linfécitos T foram realizados conforme Sonne et al. (2011). Na
realizagdo da IHQ para o marcador de linfécitos B, foi utilizado
tampdo citrato pH 6,0 para a recuperagdo antigénica em forno
micro-ondas por 20 minutos em poténcia maxima. O anticorpo
primario (Dako M7050, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA)
foi diluido a 1:30. As laminas foram incubadas em camara imida
overnight a 4°C e reveladas com Permanent Red (Dako, Carpinte-
ria, CA, USA) por 30 minutos. O infiltrado linfocitario foi classifi-
cado relacionando quantidades de células com marcagdo positiva
para linfécitos T ou B. Com o intuito de determinar as proporg¢des
do tipo linfocitario, foi feita uma classificacdo em trés grupos; até
1/3; 2/3; e 3/3 de células positivas, com avaliacdo de, no minimo,
cinco piogranulomas com clava central em cada caso.

RESULTADOS

Dos dezoito bovinos do estudo, oito eram fémeas e nove
machos e, em um caso, o sexo nao havia sido informado. A
idade, informada em dezesseis casos, variou de um ano e
meio a oito anos. A raga foi informada em 12/18 casos, com
oito bovinos mesticos, dois da ragca Holandesa, um Jersey e
um Aberdeen Angus. Quanto a origem dos casos, 3/18 sdo
de necropsias realizadas no SPV-UFRGS; 3/18 foram amos-
tras de tecidos/drgaos enviadas por veterinarios de campo
e 12/18 amostras enviadas por veterinarios de abatedou-
ro/frigorifico, para exame anatomopatolégico. O material
proveniente de abatedouro/frigorifico incluiu linfonodos
cervicais, lingua e, em um dos casos, omento.

Os animais necropsiados apresentavam clinicamente
mau estado corporal, sialorreia, regurgitacdo de alimento
e aumento de volume submandibular; neste eram palpa-
dos diversos nddulos firmes. Em um dos animais havia
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Fig.1. Caracterizacdo das lesdes da actinobacilose em bovinos. As-
pecto macroscopico da lingua em um bovino necropsiado. Au-
mento de volume da lingua e de linfonodos regionais. Detalhe:
superficie de corte da lingua; multiplos nédulos com exsudato
branco-amarelado.

racteristicas histolégicas da lesdo de actinobacilose. Reacdo
inflamatdria piogranulomatosa com clava eosinofilica central,
envoltas por tecido conjuntivo fibroso. HE, obj.20x.

N \ N EERSES: 85
Fig.3. Caracterizacdo das lesdes da actinobacilose em bovinos.
Tecido conjuntivo fibroso neoformado circundando a lesdo.

Coloragdo de Tricromio de Masson, obj.10x.

respiracgdo ruidosa. Na necropsia, lesdes foram observadas
na lingua, em linfonodos da cabeca e do pescoco e nos pul-
maoes.

As lesdes eram constituidas por lingua aumentada de
volume e consisténcia, nédulos arredondados de dimen-
sdes variadas e firmes em lingua, linfonodos e pulmdes. Ao
corte dos nddulos havia material amarelado friavel e, em
varios deles, exsudato fluido a pastoso brancoamarelado
(Fig.1).

Os achados histopatolégicos foram semelhantes em
todos os casos e consistiram de piogranulomas, caracte-
rizados por infiltrado inflamatério multifocal composto
por macro6fagos epitelioides, células gigantes multinucle-
adas, linfocitos, neutrdfilos, plasmdcitos e eosindfilos, dis-
postos ao redor de formagdes eosinofilicas em forma de
clavas (Fig.2), nas quais eram observadas bactérias coco-
bacilares. Adjacentes as clavas predominavam neutroéfilos.
Aglomerados celulares, predominantemente linfociticos,
localizavam-se perifericamente, associados a tecido con-
juntivo neoformado, o qual foi evidenciado pela coloracao
de Tricrémio de Masson (Fig.3). Na lingua, além da reacgdo
inflamatdria, havia atrofia e necrose de fibras musculares,
entremeadas por abundante tecido conjuntivo fibroso.
Em alguns casos foram observadas extensas areas com
necrose multifocal, circundadas por clavas eosinofilicas
e reacdo inflamatoéria multifocal, ocasionalmente em fo-
cos coalescentes. Cocobacilos Gram negativos foram evi-
denciados no interior das clavas nas amostras analisadas
(Fig.4). Em um caso de necropsia foi isolado Actinobacillus
lignieresii.

A marcacdo citoplasmatica com anticorpo anti-CD68 foi
positiva em todos os casos avaliados, com evidenciacdo de
abundantes macréfagos e células gigantes multinucleadas
(Fig.5). A imunomarcag¢do em citoplasma de linfocitos B
(Fig.6) e T (Fig.7), com o uso dos anticorpos anti-CD79acy
e anti-CD3, respectivamente, permitiu caracterizar o infil-
trado inflamatoério linfocitario; linfocitos B foram predomi-
nantes nas lesdes e corresponderam a, no minimo, 2:3 do
infiltrado linfocitario, enquanto os linfécitos T representa-

Fig.4. Caracterizacdo das lesdes da actinobacilose em bovinos.
Cocobacilos Gram-negativos, corados em magenta pela fucsi-
na, evidenciados no interior das clavas centrais. Coloragdo de
Brown-Hopps modificada, obj.20x.
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ram até 1:3 do infiltrado. Os achados obedeceram a padrao
semelhante nos nove casos avaliados.

DISCUSSAO

O diagnostico de actinobacilose nos bovinos deste estudo
foi baseado nos achados macroscépicos, histologicos, na
coloracdo de Gram e no isolamento bacteriano.

Cocobacilos Gram negativos foram evidenciados no in-
terior das clavas em todas as amostras analisadas, o que in-
dicou a presenca de Actinobacillus sp. nas infec¢des. Coco-
bacilos Gram negativos localizados centralmente as clavas
sdo caracteristicos de lesdes de actinobacilose em bovinos
e diferenciam esta doenga de outras inflamac¢des piogra-
nulomatosas causadas por bactérias Gram positivas como
Actinomyces bovis, Nocardia sp. e Staphylococcus aureus;
uma vez que doengas como a botriomicose e a actinomi-
cose possuem achados histoldgicos semelhantes (Weiss &
Santos 1992).

No presente estudo, 50% dos Casos examinados apre-
sentaram lesdes na lingua, indice considerado expressivo,
pois outros surtos ocorridos no Brasil descrevem lesoes
predominantes em linfonodos (Riet-Correa et al. 2007) e,
em estudo realizado em abatedouros de bovinos do Rio
Grande do Sul, com avaliacdo da frequéncia de lesdes diag-
nosticadas como actinobacilose, de um total de 131 ani-
mais com a doeng¢a 72,5% apresentavam lesdes em linfono-
dos parotideos, mandibulares e retrofaringeos (Mondadori
etal. 1994).
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Fig.5. Caracterizacdo das lesdes da actinobacilose em bovinos.
Marcagdo citoplasmatica positiva de macréfagos e células
gigantes multinucleadas. Método da estreptavidina ligada
a peroxidase, anticorpo monoclonal anti-CD68, Dako (Code
M0718), cromégeno DAB, obj.20x.

Fig.6. Caracterizacdo das lesdes da actinobacilose em bovinos.
Imunomarcagdo citoplasmatica positiva de linfécitos B (em
vermelho). Método da estreptavidina ligada a fosfatase alca-
lina, anticorpo monoclonal anti-CD79acy, DakoCytomation
(Code M7051), cromb6geno Permanent Red, obj.20x.

Fig.7. Caracterizacdo das lesdes da actinobacilose em bovinos.
Imunomarcagio positiva de linfocitos T (em vermelho). Méto-
do da estreptavidina ligada a fosfatase alcalina, anticorpo po-
liclonal anti-CD3, DakoCytomation (Code A 0452), cromdgeno
Permanent Red, obj.40x.

Fatores como interacdo entre bactérias e receptores
celulares, células alvo, toxinas, moléculas capsulares anti-
-fagociticas e outros fatores contribuem para a patogeni-
cidade de Actinobacillus lignieresii, mas ainda nio estio
bem compreendidos. No entanto, parece que a bactéria
consegue escapar da acdo de neutréfilos e macréfagos e,
assim, colonizar lesdes em tecidos orais. Provavelmente
os lipopolissacarideos (LPS) da parede celular bacteriana
desempenham fator importante na inflamag¢do piogranu-
lomatosa, bem como na fibroplasia que ocorre. As bacté-
rias colonizam o tecido conjuntivo da submucosa oral e ali
ocorrem repetidos ciclos de fagocitose, crescimento e re-
plicacdo bacteriana, liberacdo de elevado niimero de novas
bactérias, recrutamento de células adicionais e resposta
reparativa, perpetuando e expandindo o processo (Zachary
& McGavin 2011).

Antigenos persistentes e de dificil degradacao pelo hos-
pedeiro, como Actinobacillus lignieresii, podem induzir, em
sua superficie externa, agregados proteinaceos e eosinofili-
cos de imunoglobulinas, fendmeno denominado Splendore-
-Hoeppli. Em infecgdes cronicas os linfécitos B contribuem
para a inflamacdo por captura de antigenos presentes e/ou
diferenciacdo em plasmocitos (Zachary & McGavin 2011).
Nesse estudo, a proporgdo significativamente maior de lin-
fécitos B encontrada nas lesdes sugere sua relagdo com a
producdo de imunoglobulinas e origem das clavas eosinofi-
licas, caracteristicas nas lesdes de actinobacilose.

O presente estudo permite concluir que a caracteriza-
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¢do histolégica das lesdes e a coloragdo de Gram sdo im-
portantes na definigdo diagndstica das lesdes de actinoba-
cilose e que a inflamacdo piogranulomatosa induzida por
A. lignieresii apresenta populacdo de linfécitos B propor-
cionalmente maior que a de linfécitos T, diferente do que
ocorre em inflamacgdes granulomatosas de tuberculose, em
que predominam linfécitos T, com dominancia de resposta
imune celular (Pollock et al. 2001, Beytut 2011).
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