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RESUMO

O objetivo desta dissertacdo de mestrado foi avaliar a eficicia de uma vacina autdégena
no controle do footrot (FR) dos ovinos, para tanto foram desenvolvidos dois
experimentos em duas propriedades rurais distintas, no Estado do Rio Grande do Sul
(RS). O primeiro experimento foi conduzido em uma propriedade rural do municipio de
Santiago, com um extenso historico de surtos de footrot no rebanho ovino. Inicialmente
foi colhido material infeccioso presente no rebanho para a produgdo de uma vacina
autogena, posteriormente 347 ovelhas foram vacinadas (grupo V) com duas doses da
vacina com 30 dias de intervalo, a dose foi 2 ml por via subcutanea. Desse grupo, 150
animais receberam a vacina na regido axilar (grupo Va) e 197 animais receberam a
vacina na regido inguinal (grupo Vb). Um grupo de 75 ovelhas formou o grupo controle
(grupo C) sem vacinagdo. Os dados mostraram que a prevaléncia do FR no grupo V que
inicialmente era de 4%, sofreu uma reducdo para 2% na semana 23, chegando a zero na
semana 30. No grupo C a prevaléncia de animais infectados foi de 6,7% no inicio do
experimento, teve uma reducdo para 5,3% na semana 23 e ao final estava em 3,7%.
Observou-se uma redugao gradativa no niimero de ovinos infectados nos dois grupos,
entretanto a eliminagdo seletiva ocorrida no grupo controle prejudicou a analise
estatistica dos dados. Amostras de sangue foram colhidas da jugular dos animais para
verificar titulos de anticorpos aglutinantes contra o antigeno presente na propriedade em
cinco ocasides durante o experimento. Os resultados mostraram diferengas significativas
(p<0,001) entre os titulos de anticorpos aglutinantes contra Dichelobacter nodosus no
soro de ovinos vacinados e ndo vacinados durante o experimento. A andlise das reacdes
vacinais locais apontou a regido inguinal como o melhor local para a aplicacdo da
vacina com adjuvante oleoso por via subcutdnea e também demonstrou uma relagdo
direta entre a idade dos ovinos e o percentual de reagdes vacinais locais e a severidade
dessas reacdes. Os resultados sugerem que a vacina autdégena com adjuvante oleoso
obteve sucesso no controle da doenga. O segundo experimento foi conduzido em uma
propriedade rural do municipio de Glorinha, com o objetivo de avaliar a resposta
imunoldgica provocada por uma vacina monovalente ¢ por uma vacina polivalente (7
sorogrupos) contra o FR. Trinta fémeas ovinas, com idades variadas, foram divididas
aleatoriamente em 3 grupos de 10 animais: grupo controle (C) que ndo foi vacinado,
grupo vacinado com vacina monovalente (Vm) e grupo vacinado com vacina
polivalente (Vp). Os ovinos vacinados receberam duas doses com quatro semanas de
intervalo, a dose foi de 2 ml por via subcutanea na regido inguinal. Amostras de sangue
foram colhidas da jugular dos animais para verificar titulos de anticorpos aglutinantes
contra o D. nodosus em quatro ocasides durante o experimento. Os resultados
mostraram diferengas significativas (p<0,001) entre os titulos médios geométricos
(GMT) de anticorpos aglutinantes contra D. nodosus no soro de ovinos dos grupos Vm,
Vp e C na quarta, sétima e 12% semanas do experimento. Em relacdo aos titulos médios
geométricos (GMT) entre os grupos Vm e Vp houve diferengas estatisticamente
significativas na quarta e sétima semanas. A vacina monovalente induziu titulos de
aglutininas superiores contra o D.nodosus em comparag¢ao com a vacina polivalente.

Palavras-chave: footrot, vacina autdgena com adjuvante oleoso, reagdes vacinais,
ovinos.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the efficacy of an autogenous vaccine in the
control of footrot (FR) in sheep. Two field experimental works were carried on two
different farms located in the State of Rio Grande do Sul (RS), Brazil. The first
experiment was conducted on a farm in the municipality of Santiago, with a long history
of FR outbreaks in their sheep flock. At beginning of the trail samples from FR infected
sheep were collected for the production of an autogenous vaccine. Following 347 sheep
were vaccinated (group V) with two doses of 2 ml subcutaneously vaccine 30 days
apart. Of this group, 150 animals received the vaccine in the axillary region (group Va)
and 197 animals received the vaccine in the inguinal region (group Vb). A group of 75
sheep formed the control group (group C) without vaccination. The data showed that
the prevalence of FR in the group V initially 4%, was reduced to 2% at 23 weeks,
reaching to zero at week 30. In the group C the prevalence of infected animals of 6.7%
at the beginning of the experiment, was reduced to 5.3% at week 23, decreasing to
3.7%, at the end. There was a gradual reduction in the number of infected sheep in both
groups, however the selective elimination occurred in the group C affected the
statistical analysis. Blood samples were collected from the jugular vein of the animals
to see evidence of agglutinating antibodies against the antigen present on the property
on five occasions during the experiment. The results showed significant differences
(p<0,001) between antibody titers against Dichelobacter nodosus in the serum of sheep
vaccinated and not vaccinated during the experiment. The analysis of local vaccine
reactions showed the inguinal region as the best place for the application
subcutaneously oil-adjuvant vaccine and also demonstrated a direct relationship
between the age of the sheep and the percentage of local vaccine reactions and the
severity of these reactions. The results suggest that autogenous oil-adjuvant vaccine
succeeded in controlling the disease. The second experiment was conducted on a farm
in the municipality of Glorinha, in order to evaluate the immune response elicited by a
monovalent and a polyvalent vaccine against FR, containing seven serogroups. Thirty
ewes, of various ages were randomly divided into 3 groups of 10 animals each: control
group (C) was not vaccinated, group vaccinated with monovalent vaccine (Vm) and the
group vaccinated with polyvalent vaccine (Vp). The sheep were vaccinated with two
doses of 2 ml subcutaneously in the inguinal region, four weeks apart. Blood samples
were collected from the jugular vein of the animals to determine agglutination titers
against D. nodosus in the beginning of the experiment (day zero) and in other three
occasions, weeks 4, 7 and 12. The results showed significant differences (p<0,001)
between the geometric mean titers (GMT) of antibodies against D. nodosus in the serum
of sheep of groups Vm, Vp and group C in the fourth, seventh and 12" weeks of the
experiment. For the geometric mean titers (GMT) between the groups Vm and Vp there
was statistically significant differences in the fourth and the seventh weeks. The
monovalent vaccine induced titers of higher against D. nodosus compared with the
polyvalent vaccine.

Key words: footrot, autogenous oil-adjuvant vaccine, vaccine reactions, sheep.
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1 INTRODUCAO

Por ordem de antiguidade, a domesticacio da cabra e da ovelha sucede a
domesticacdo do cdo, alguns autores referem a abundancia de detritos fosseis dessas
espécies em ¢épocas muito remotas, confirmando a generalizagdo do seu uso. Os
pequenos ruminantes, provavelmente, foram domesticados primitivamente na Asia, de
onde passaram a Africa e ao Sul da Europa (DOMINGUES, 1968).

A cria¢do de ovinos pelo homem permitiu sua exploragdo como fonte de alimento
(carne e leite) e protegdo contra as intempéries, pelo uso da 1a. Estd presente em
praticamente todos os continentes, e essa ampla distribui¢do se deve a facilidade com
que os ovinos se adaptam a diferentes climas, relevos e vegetagcdes. Atualmente, a
ovinocultura destina-se a exploragdo econdmica e a subsisténcia de familias das zonas
rurais (VIANA, 2008).

Os maiores rebanhos ovinos estao distribuidos em paises da Asia, Africa e Oceania,
a China ¢ o pais que detém o maior rebanho, seguido da Australia, [ndia, Ird, Sudio e
Nova Zelandia. A Australia e a Nova Zelandia possuem sistemas de produ¢do altamente
tecnificados ¢ dominam a industria da 13 ¢ do cordeiro, seus sistemas, técnicas e ragas
especializadas impulsionam a ovinocultura mundialmente. A maior parte de rebanho
mundial € constituido por racas laneiras e mistas, sendo a 1a um dos principais produtos
da ovinocultura. Os principais paises produtores de 13 sdo a Australia, a China, a Nova
Zelandia, a Argentina e o Ira. Na Europa destacam-se os rebanhos produtores de carne e
leite, sendo o leite destinado para a producao de queijos especiais. A América do Sul
contribui com 14 e carne de qualidade para o mercado mundial. Os paises da Asia e da
Africa, na sua grande maioria, tém sua producio voltada para o mercado interno,
geralmente com sistemas extensivos e de menor produtividade (VIANA, 2008).

O Brasil ¢ o 8° maior criador de ovinos e caprinos do mundo, segundo o IBGE, em
2008 a criagdo de pequenos ruminantes totalizava 9.355.220 caprinos e 16.628.571
ovinos, sendo que regido Nordeste (NE) responde por 50% dos ovinos e 90% dos
caprinos criados no pais. Nessa regido sdo criados ovinos de ragas deslanadas, adaptadas
ao clima tropical, sendo explorados para a producao de pele e carne. Os Estados da
Bahia, Ceard, Piaui e Pernambuco possuem os maiores rebanhos ovinos da Regido NE.

O Estado do Rio Grande do Sul (RS) concentra o maior rebanho laneiro do pais, sendo
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responsavel por 91,5% da produgao de 12 do pais. Os municipios gauchos de Santana do
Livramento, Alegrete, Quarai e Uruguaiana sdo os maiores produtores nacionais de 1.

Em 2008, segundo o IBGE, o RS possuia 4.009.938 ovinos, mantendo-se estavel,
entretanto chegou a ter um rebanho de 13 milhdes de ovinos nas décadas de 1970 e
1980, antes da grave crise no mercado internacional da 13, que desestruturou
grandemente a cadeia produtiva da ovinocultura de 13, provocando a faléncia da grande
maioria das Cooperativas de Las do Estado. Nesse momento despertou o interesse dos
criadores para ragas produtoras carne, que tiveram um grande incremento, entretanto a
cadeia produtiva da ovinocultura de carne — o mercado do cordeiro — ainda ressente-se
da inexisténcia de um mercado constante.

No RS a criagdo de ovinos estd associada, na maioria das propriedades rurais, a
criagdo de bovinos, e os numeros referentes ao abate de ovinos no Brasil mostram um
incremento ao longo dos Ultimos anos, entretanto ainda nao suficiente para abastecer o
mercado interno, que recorre as importagdes, principalmente do Uruguai. Esses fatos
ilustram, ndo s6 a importancia da ovinocultura para o RS, como delineia perspectivas
favoraveis ao incremento dessa atividade (VIANA; SILVEIRA, 2009).

Entre os diversos fatores essenciais ao bom resultado econdmico da atividade
pecudria, os programas sanitdrios que buscam prevenir e controlar enfermidades
prevalentes na regido despontam como fundamentais. Entre as diversas doencas que
afetam a produtividade dos ovinos destacam-se as helmintoses gastrintestinais, o footrot
(FR) e as clostridioses.

O FR ¢ uma doenca dos ovinos e caprinos, cronica, infecciosa, contagiosa e
necrosante da epiderme interdigital, causando severa claudicacdo, produzindo
transtornos que afetam a capacidade produtiva, levando a perda de peso, queda na
quantidade e qualidade da 13 e diminuindo a capacidade reprodutiva dos animais
(RIBEIRO, 2007).

O agente essencial do FR é o Dichelobacter nodosus, que tem sua ocorréncia e
persisténcia favorecidas pelas condi¢des ambientais de calor e umidade, caracteristicas
presentes nas primaveras, alguns verdes e outonos no RS. Na Australia, alguns trabalhos
cientificos mostraram uma reducdo de 8 a 10% no crescimento da 1a e uma reducdo
média de 11% no peso vivo dos animais acometidos (MARSHALL et al., 1991;
SIMONS, 1978).

A enfermidade é endémica em rebanhos ovinos brasileiros, ocasionando severas

perdas na produtividade. No RS existem poucas informagdes sobre a mensuragao das
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perdas causadas pelo FR, Coe (1991) comparando um grupo de ovelhas ndo infectadas e
infectadas de um mesmo rebanho, observou prenhez em 91% das ovelhas do primeiro
grupo contra 74% de prenhez nas ovelhas do segundo grupo. Ribeiro (1978, 1985)
demonstrou que o FR ¢ endémico em rebanhos ovinos gatchos e demonstrou a presenca
do FR em rebanhos de 42 municipios que englobam 85% da populacao ovina do RS.

O tratamento do FR baseia-se no uso de drogas antimicrobianas através de
aplicagdes topicas e/ou parenterais, vacinagdo e medidas de manejo. E pode ser
direcionado ao controle temporario da enfermidade ou a sua erradicagdo do rebanho
(RIBEIRO, 2007).

O presente trabalho busca comprovar a eficacia de uma vacina autdogena na redugao
dos sinais clinicos do FR em um rebanho naturalmente infectado, na tentativa de
oferecer outra op¢ao para o controle dos surtos, minimizando as perdas potenciais que a

enfermidade causa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O footrot (FR) ¢ uma doenca contagiosa dos ovinos e caprinos, embora tenha sido
relatada em bovinos, transmitida pelo Dichelobacter nodosus. Possui um carater
cronico, € na sua forma virulenta provoca necrose da epiderme interdigital e matriz do
casco, causando grave manqueira em um ou mais membros, produzindo severas perdas
econdmicas (RIBEIRO, 2007).

Sdo reconhecidas trés formas da doenga; footrot benigno (FRB), footrot
intermediario (FRI) e o footrot virulento (FRV). O FRV, a mais severa forma da
enfermidade, causa grandes perdas econdmicas nos rebanhos ovinos acometidos, inicia-
se como uma dermatite interdigital e estende-se até envolver grandes areas da matriz do
casco, com conseqiiente descolamento do mesmo. No FRB a infec¢do é confinada
principalmente a pele interdigital, atingindo o minimo de tecido cérneo adjacente

(EGERTON, 1997).

2.1 Etiologia

O agente transmissor do FR ¢é o Dichelobacter nodosus, uma bactéria Gram-
negativa, ndo esporulada, obrigatoriamente anaerobica e que se apresenta na forma de
bastio. E um parasita obrigatorio e seu tinico habitat ¢ a epiderme interdigital dos
ruminantes afetados pela enfermidade, o microorganismo nio sobrevive no ambiente
mais que sete dias (EGERTON, 2007).

O D. nodosus apresenta-se a0 microscopio como um bastdo com as extremidades
mais grossas, como se houvesse um gorro em cada extremidade do bastdo, cada qual
com coloragdo mais intensa que o restante da célula. Ao microscopio eletronico o
microorganismo mostra longos filamentos chamados de pili (fimbrias), que emanam das
extremidades, essas estruturas estdo relacionadas com a fra¢do antigénica e com os
sorogrupos (EGERTON, 2007; STEWART, 1973, 1978).

No laboratério o microorganismo cresce em culturas com atmosfera contendo 10%
de didxido de carbono em jarras de anaerobiose, apresenta um crescimento fastidioso,
requerendo 10% de soro eqiiino ou pd de casco ovino no agar (4gar casco), ou TAS agar
(“trypticase, arginine and serine”) como aditivos para o agar ou caldo (BEVERIDGE,

1938; THOMAS, 1958; SKERMAN, 1975).
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Para o isolamento ¢ identificacio do agente as amostras devem ser coletadas
diretamente das lesdes interdigitais ou do casco, e processadas logo apos a colheita. O
isolamento primario ¢ geralmente realizado em placas contendo agar a 4% e as sub-
culturas em agar a 2%, pois concentra¢des de dgar acima de 3% restringem o tamanho e
a dispersao das outras colonias que ndo o D. nodosus. O microorganismo cresce melhor
na temperatura de 37 °C e as coldnias aparecem nas placas entre quatro a seis dias apds
a semeadura (THORLEY, 1976).

A natureza infecciosa do FR € relatada desde 1892, no entanto, foi somente em 1941
que Beveridge descreveu pela primeira vez uma bactéria anaerobica, inicialmente
denominada de Fusiformis nodosus, como agente causador da enfermidade. Mais tarde
o agente passou a ser designado como Bacteroides nodosus e atualmente ¢ conhecido
como Dichelobacter nodosus (RIBEIRO, 2007).

O D. nodosus nao satisfaz todos os postulados de Koch, sob condigoes de campo
uma seqiiéncia particular de eventos devem ocorrer para que o casco torne-se
predisposto a infecgao:

e Exposi¢ao dos cascos a pastagem umida,

e Hidratacao e hiperqueratose do estrato cérneo da epiderme interdigital,
e Crescimento bacteriano na epiderme interdigital,

e Invasdo bacteriana, incluindo aerdbios e o Fusobacterium necrophorum,
e Desenvolvimento de uma dermatite interdigital.

O D. nodosus ¢ considerado o agente essencial, indispensavel, para que ocorra um
surto de FR, entretanto a presenga do F. necrophorum ¢ fundamental para a penetragdo
do D. nodosus na epiderme interdigital (BEVERIDGE, 1941; EGERTON et al., 1969).
A epiderme interdigital, que € o sitio primdrio da infeccdo, deve estar devidamente
desvitalizada para que ocorra, posteriormente, a invasdo bacteriana. Essa condicdo ¢
usualmente obtida através da prolongada exposicdo a umidade e contaminagdo fecal.
Para o estabelecimento do D. nodosus ¢é necessario que ocorra, anteriormente ou
simultaneamente, a infec¢do com o F. necrophorum para facilitar a invasdo da epiderme
(EGERTON et al., 1969; ROBERTS; EGERTON, 1969).

Dessa maneira, o desenvolvimento de novos casos de FR necessita:

e Pastagem umida e fezes, a fonte de F. necrophorum,
e Temperaturas ambientais que favoregam o crescimento bacteriano,

e Presenca no rebanho de amostras virulentas do D. nodosus.
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O F. necrophorum ¢ uma bactéria Gram-negativa, anaerdbica, ndo formadora de
esporos, que se apresenta sob a forma de bastdo, ¢ um habitante normal do trato
digestivo dos ovinos e estd presente no ambiente. Segundo Zhou et al. (2009) enquanto
varias estirpes de D. nodosus com distintos sorogrupos (até sete sorogrupos em um
mesmo casco) podem infectar o casco de um ovino, 13 de 14 amostras de ovinos com
FR foram positivas para F. necrophorum, e apenas uma cepa foi isolada de cada caso,

sugerindo um comportamento distinto dos dois agentes.

2.1.1 Sorogrupos e sorotipos

Atualmente existem dois sistemas para a classificagdo sorologica do D. nodosus.
Um sistema descrito no Reino Unido classifica o microorganismo em 17 sorogrupos (A
ao R sem o I) sem a identificacdo de sorotipos, enquanto que outro sistema, descrito na
Australia, descreve 10 sorogrupos (A ao I ¢ o M) e identifica alguns sorotipos,
totalizando 19 subtipos (Figura 1). Alguns sorotipos do sistema Australiano,
particularmente B,, B; e B, sdo classificados como distintos sorogrupos no sistema
utilizado no Reino Unido (CLAXTON et al., 1983; CLAXTON, 1986; DAY et al.,
1986; GHIMIRE et al., 1998; RIBEIRO, 1981; SCHMITZ; GRADIN, 1980;
THORLEY; DAY, 1986).

Sorogrupos | A B C D E F G H I M

A1 B1 C1 D1 E1 F] G1 H1 Il M1

SOI'OtipOS A2 B2 C2 E2 F2 G2 H2

B3

B,

Figura 1 - Sorogrupos e sorotipos do Dichelobacter nodosus atualmente reconhecidos
na Australia.

A sorotipagem ¢ altamente importante na produgdo de vacinas, pois a protegdo
cruzada ¢ bastante limitada entre distintos sorogrupos. A existéncia de um sistema de
classificagdo que permite com relativa facilidade, através de reacdes sorologicas, a
sorotipagem das amostras, pode ser utilizado como um marcador epidemiolodgico para
identificar a infecg¢@o por cepas de D. nodosus dentro de um rebanho ou entre rebanhos

diferentes. Essa informag¢do ¢ importante, porém existem evidéncias que o sorogrupo de
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uma amostra de D. nodosus pode mudar, através de recombinagdo genética, se durante
um surto da doenca a infeccdo por varios sorogrupos estiver presente (GUIMIRE;

EGERTON, 1999).

2.2 Patogenia

Os experimentos de Egerton et al. (1969) e Roberts e Egerton (1969) comprovaram
que o FR ¢ causado pela associagdo sinérgica de, no minimo, duas bactérias: D. nodosus
e F. necrophorum, cada qual contribuindo de modo significativo para a patogenia da
enfermidade. Esses mesmos trabalhos demonstraram que sem a presenga do D. nodosus
a doenca ndo ocorre.

A Figura 2 mostra a seqiiéncia de eventos e a participagdo dos dois agentes na

patologia do FR.

Agente/evento Seqiiéncia Agdo

F. necrophorum 1 Invasdo inicial e superficial, causando uma leve lesao
Evento 1 na epiderme interdigital.

Evento 3 2 Estabelecimento do D. nodosus na lesdo inicial.
3 Invasdo mais profunda do F. necrophorum apos
estabelecimento do D. nodosus na lesdo.

D. nodosus 4 O D. nodosus produz um fator nutritivo que aumenta
Evento 2 a capacidade de crescimento e destruigdo do F.
Evento 4 necrophorum.

Evento 5 5 O D. nodosus lidera o processo de invasdo da juncao
pele-casco e inicia o processo de descolamento do
casco.

Figura 2 — Seqiiéncia de eventos envolvidos na patologia do footrot.

O F. necrophorum apresenta intensas, porém breves ondas de crescimento, enquanto
que o D. nodosus possui uma capacidade de crescimento persistente, mesmo que lento,
em presenca de nutrientes limitados, conferindo-lhe a habilidade de persistir na lesao e
sustentar a infeccdo por longos periodos, causando manqueira cronica (ROBERTS;

EGERTON, 1969).
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Nas fases iniciais da enfermidade, antes do D. nodosus alcangar a jungdo pele-casco,
sua acao inflamatoria e sua capacidade destrutiva sao pequenas. No entanto, apds atingir
a juncao pele-casco, ele passa a exibir uma grande afinidade pelas células epidermais da
matriz do casco associado a capacidade de produzir altos niveis de uma protease
termoestavel. O D. nodosus é o unico agente capaz de iniciar a invasdo bacteriana da
matriz do casco e desse modo causar o descolamento da parte cornea do casco causando
danos ao tecido epidérmico subjacente (BEVERIDGE, 1941; DEANE; JENSEN, 1955;
EGERTON et al., 1969).

Até pouco tempo atras, alguns pesquisadores atribuiam ao F. necrophorum o papel
de unico agente infeccioso causador de surtos agudos de severa claudicacdo em alguns
casos de dermatite interdigital em ovinos (“scald”), pesquisas recentes sugerem que o D.
nodosus desempenha um papel importante no inicio da patologia, antes de iniciar o
processo de descolamento do casco, fato que nem sempre ocorre, dependendo da
viruléncia da amostra de D. nodosus. E questionavel se o F. necrophorum, na auséncia
do D. nodosus, pode causar lesdes com gravidade suficiente para causar aguda ¢ severa
claudicac@o. Trabalhos recentes demonstraram a presenga de D. nodosus em muitos
casos de dermatite interdigital ovina (“scald”), independente da severidade das lesdes
(MOORE et al., 2005a).

Casos de dermatite interdigital (infeccdo da pele entre os cascos) poderdo ou nao
transformar-se em FR, isso vai depender de alguns fatores como: a populagcdo de D.
nodosus envolvida, a viruléncia da amostra de D. nodosus, a suscetibilidade dos ovinos
e precocidade do tratamento, que pode ser realizado antes do descolamento do casco
ocorrer.

Existem 19 sorotipos de D. nodosus classificados dentro de 10 sorogrupos (A -Ie o
M), a viruléncia varia entre e dentro dos sorotipos e estd associada ao ntimero de pili, a
ocorréncia de “twitching motility” e a secre¢do de proteases termoestaveis que
habilitam o agente a digerir a matriz do casco (BILLINGTON et al., 1996; CLAXTON,
1986; KENNAN et al., 2001; PALMER, 1993).

A viruléncia do D. nodosus esta associada a colonias fimbriadas ¢ com a produgao

de protease e elastase (DEPIAZZI; RICHARDS, 1979; STEWART, 1979).
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2.3 Patologia

As primeiras investigacdes de Beveridge (1941) sobre a patologia do processo
inflamatorio no FR, indicaram como causas principais o acumulo progressivo de
exsudato nos espagos intercelulares produzindo cavidades, atrofia celular progressiva e
descolamento da camada coérnea do epitélio.

Deane e Jensen (1955) identificaram uma degenera¢do das camadas do epitélio,
notadamente da camada granulosa e areas superficiais da camada espinhosa. Em lesdes
recentes foram identificadas as seguintes patologias: degeneracao hidropica, necrose de
células epiteliais e formacdo de grandes vactolos com infiltragdo de leucocitos. Em
lesdes mais avancadas foi encontrada, extensa degeneragdo liquefativa, necrose das
células epiteliais da borda da lesdo na camada granulosa e células superficiais da
camada espinhosa.

Os estudos de Thomas (1962a) demonstraram uma grande quantidade de D. nodosus
invadindo o estrato lucido, mas ndo foi observada a penetracdo do agente no estrato
granuloso e no estrato espinhoso, embora as células dessas regides evidenciassem
degeneragdo citoplasmatica. Os danos como, degeneragdo, descolamento, digestdo
liquefativa parcial das células queratinizadas do estrato licido e do estrato espinhoso,
assim como a formacdo de seios e focos de necrose no casco foram associados
diretamente a ag¢do do D. nodosus. Esses danos foram considerados como sendo
causados pela digestdo de proteases queratoliticas produzidas pelo D. nodosus.

Os experimentos de Hine (1984) confirmaram os achados de Thomas (1962a),
sugerindo que o descolamento do casco ocorre pelo ataque bacteriano direto. Esses
estudos histologicos demonstraram consistentemente a associagao entre o D. nodosus e
o ponto de ruptura que se localiza na interface entre o estrato licido e o estrato

granuloso da epiderme do casco.

2.4 Fatores de viruléncia

Muitas caracteristicas in vitro do D. nodosus tem sido relacionadas como potenciais
fatores de viruléncia, entre elas podemos citar: morfologia da colonia, fimbriagdo,
“twitching motility”, corrosdo do agar e a presenca de um material polar difuso na

superficie da célula (DEPIAZZI; RICHARDS, 1985; DEPIAZZI et al.,1990). Alguns
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genes associados a viruléncia também foram objeto de estudo, entretanto convém
salientar que a totalidade dos fatores responsaveis pela viruléncia do D. nodosus ndo
foram ainda completamente definidos (KATZ et al., 1991; KENNAN et al., 2001;
ROOD et al., 1996; WHITLE et al., 1999).

2.4.1 Fimbriacao

As pili s3o expansdes protéicas da parede bacteriana, sdo estruturas curtas e finas
que muitas bactérias Gram-negativas apresentam em sua superficie, e estdo relacionadas
com a capacidade de adesdo do agente bacteriano. Em uma grande variedade de
bactérias, a presenca das fimbrias esta associada a viruléncia. No D. nodosus o papel
das fimbrias na fixag@o e colonizacdo da pele ainda ndo foi demonstrado, porém o grau
de fimbriacdo estd correlacionado com viruléncia de cada amostra isolada (EVERY;
SKERMAN, 1983; SKERMAN et al., 1981; STEWART; EGERTON, 1979).
Entretanto, os trabalhos de Depiazzi e Richards (1985) e Stewart et al. (1986a)
demonstraram a existéncia de algumas cepas benignas de D. nodosus com presenga de

fimbrias, ou seja, nem sempre essa correlacdo ¢ absoluta.

2.4.2 “Twitching motility”

Algumas bactérias sdo capazes de movimentar-se sem a utilizacdo dos flagelos,
utilizando determinadas fimbrias ou pili podem mover-se através de superficies imidas
e solidas. A fimbria polar tipo IV realiza movimentos de extensdo, fixacao e retragao
(contragdo), como se fosse um gancho, permitindo a bactéria um movimento de
translocacdo, esse tipo de movimento ¢ conhecido como “twitching motility”
(MATTICK, 2002).

Os trabalhos de Depiazzi e Richards (1985) demonstraram que “twitching motility”
¢ mais comum em amostras virulentas do que em amostras benignas do D. nodosus.

Experimentos recentes de Han et al. (2008) comparando amostras mutantes de D.
nodosus, que perderam a capacidade de realizar “twitching motility”, mas mantiveram a
capacidade de aderéncia e secrecao de proteases, contra amostras que possuiam esses
trés fatores de viruléncia, confirmaram que “twitching motility” mediada pela fimbria
polar tipo IV € um fator essencial para que o D. nodosus cause FR em ovinos, pois as

amostras mutantes tornaram-se avirulentas.
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2.4.3 Agar corrosio

Varios autores observaram uma corrosdo do agar abaixo da colonia de D. nodosus
em crescimento em meio de agar solido (BEVERIDGE, 1941; EGERTON;
PARSONSON, 1966; STEWART et al., 1986a).

A propriedade de causar corrosdao no agar foi correlacionada por Stewart et al.
(1986a) com a viruléncia do agente. Whittington (1994) sugeriu que a acdo corrosiva do
D. nodosus sobre o agar deve-se provavelmente a producdo de enzimas extracelulares
que degradam polissacarideos. Outras investigacdes sobre esta caracteristica de algumas

cepas de D. nodosus nao foram realizadas.

2.4.4 Proteases extracelulares

O primeiro relato sobre a secre¢do de enzimas proteoliticas extracelulares por parte
do D. nodosus coube a Thomas (1964a, b). Nesses e outros experimentos essas enzimas
demonstraram a capacidade de degradar varios substratos como: caseina, azocaseina,
elastina, po de casco (THOMAS, 1964a), gelatina, fibrina (BROAD; SKERMAN, 1976;
THOMAS, 1964b), “hide powder azure” (BROAD; SKERMAN, 1976; KORTT et al.,
1982), colageno I, colageno III e a-queratina (GREEN, 1985a).

A secregdo de proteases por parte do D. nodosus tem recebido especial atengao, in
vitro, porque permite prever a viruléncia in vivo das cepas do agente bacteriano. Varios
testes foram desenvolvidos para mensurar as caracteristicas proteoliticas das proteases
secretadas pelo D. nodosus, entre eles podemos citar: o teste da capacidade degradante
das proteinases e seus derivados, o teste da elastase, o zymograma teste e o ELISA
protease teste (DEPIAZZI; RICHARDS, 1979; EVERY, 1982; KORTT et al., 1982;
LINKS et al., 1995; STEWART, 1979).

O teste que mede a capacidade degradante das proteinases (“the degrading
proteinase test”) baseou-se na tendéncia que as proteinases, produzidas por amostras
virulentas de D. nodosus, possuem de permanecerem estaveis durante a incubagdo da
cultura a 37 °C, enquanto que as enzimas produzidas por amostras benignas
demonstram uma capacidade menor de estabilidade nesse mesmo ambiente. Mais tarde
verificou-se que as diferengas na estabilidade entre as proteases produzidas por

amostras virulentas e benignas podem ser determinadas mais rapidamente em altas
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temperaturas, ¢ que essa estabilidade varia com a concentragdo de ions célcio. Avangos
que foram incorporados no teste de termoestabilidade das proteases (ALEXANDER,
1962; DEPIAZZI; ROOD, 1984; EGERTON; LAING, 1978; GREEN, 1985b).

O teste da elastase utiliza um meio de cultura s6lido contendo elastina (principal
proteina do tecido conjuntivo de estruturas elasticas) para comparar a atividade da
elastase produzida por amostras virulentas e benignas de FR. Amostras elastase-
positivas produzem um clareamento das particulas de elastina em seis a sete dias de
cultura. Amostras elastase-negativas ndo produzem clareamento antes de 21 dias, ou 28
dias em alguns casos. Existe uma alta concordancia entre os resultados obtidos com o
teste da eclastase e o teste da capacidade degradante das proteinases utilizando as
mesmas amostras isoladas, ¢ uma forte correlacdo entre os resultados encontrados no
teste da elastase e as informagdes clinicas quanto a viruléncia das amostras isoladas de
um surto de FR. Entretanto esses testes apresentam dificuldades quanto as amostras de
D. nodosus isoladas de surtos de FRI (STEWART et al.,, 1982; STEWART et al.,
1986b).

O zymograma teste ¢ utilizado para distinguir entre amostras de D. nodosus
virulentas e benignas, tendo como base um padrao desenvolvido através de eletroforese
das enzimas extracelulares (proteases) da bactéria. Amostras virulentas produzem
algumas bandas que as amostras benignas nao produzem (GORDON et al., 1985). O
ELISA protease teste utiliza anticorpos monoclonais contra virulentas proteases e
benignas proteases (WHITTINGTON; EGERTON, 1994).

Em geral existe uma boa concordancia de resultados entre os diferentes testes
utilizados para classificar amostras virulentas e benignas de D. nodosus. Entretanto,

essa mesma correlagdo ndo ocorre com amostras de D. nodosus que causam FRI.

2.4.5 Regides do gene especificas para viruléncia

Os experimentos de Katz et al. (1991, 1992) possibilitaram a identificagdo de trés
regioes do genoma do D. nodosus que ocorrem em alta freqiiéncia em amostras
virulentas, e com baixa freqii€éncia em amostras benignas. Essas regides foram
nomeadas de “vap regions” (“virulence associated protein”). Haring et al. (1995)
demonstraram a existéncia de “vrl” ou “virulence-related locus”, isto ¢, uma seqiiéncia

do DNA também presente em muitas amostras de D. nodosus.
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Rood et al. (1996) utilizou 771 amostras de D. nodosus para demonstrar que ha uma
alta correlagdo entre técnicas que utilizam biologia molecular e os métodos tradicionais
para identificar amostras virulentas e benignas de D. nodosus. Nesses experimentos
foram utilizados os plasmideos recombinantes pJIR318, pJIR314B e pJIR313, os quais
contém em seu genoma “vap” ou “vrl” regides. Os métodos tradicionais utilizados para
comparacdo de resultados foram o teste da elastase, o teste da termoestabilidade das
proteases, o zymograma teste e morfologia das colonias, amparados por evidéncias

clinicas dos surtos de onde foram coletadas as amostras do agente do FR.

2.5 Epidemiologia

O FR ¢ uma enfermidade infecciosa que afeta ovinos de todas as ragas, sexos e
idades, e estd presente em todos os paises onde ovinos sdo criados comercialmente,
causando graves problemas, como: perda de peso, perdas que se refletem na quantidade
e qualidade do velo e diminuicao da fertilidade dos rebanhos. Na Australia, alguns
trabalhos cientificos mostraram uma redugao de 8 a 10% no crescimento da 1a ¢ uma
reducdo média de 11% no peso vivo (MARSHALL et al., 1991a; SIMONS, 1978).
Ovinos da raga Merino s3o mais suscetiveis ¢ animais adultos sdo mais atingidos que
cordeiros. Caprinos também sdo afetados pela doenca (JENSEN; SWIFT, 1982).

No Brasil a enfermidade ¢ endémica, afetando rebanhos ovinos e caprinos,
ocasionando severas perdas na produtividade. No Estado do Rio Grande do Sul (RS),
existem poucas informagdes sobre a mensuracdo das perdas causadas pelo FR, Coe
(1991), comparando um grupo de ovelhas ndo infectadas e infectadas de um mesmo
rebanho, observou prenhez em 91% das ovelhas do primeiro grupo contra 74% de
prenhez nas ovelhas do segundo grupo. Ribeiro (1978, 1985) demonstrou que o FR ¢
endémico em rebanhos ovinos gauchos, apresentando dados epidemioldgicos e
sugestoes para o controle da doenca, demonstrou a presenca do FR em rebanhos de 42
municipios que englobam 85% da populagdo ovina do RS.

A incidéncia variavel do FR deve-se principalmente a variagdes climdticas, em
especial a umidade da pastagem e a temperatura ambiente. A doenca alcanga maior
gravidade durante a primavera, quando o tempo ¢ quente ¢ imido ¢ a umidade ¢ de
duracao consideravel. Na Australia, a transmissdo estd associada com chuvas e

pastagens luxuriantes, que 14 ocorrem no outono e primavera. Alguns trabalhos apontam
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que as chances de ocorréncia da infec¢do sdo bastante reduzidas quando a temperatura
ambiente se encontra abaixo de 10 °C (RIBEIRO, 2007).

A fonte de infec¢c@o do FR sdo as secregdes do casco ovino infectado, que contamina
o solo e persiste viavel por no maximo sete dias, visto que o D. nodosus nao é
esporulado, um aspecto de grande importancia no controle da doenga. Muitos ovinos
infectados recuperam-se espontaneamente, mas cerca de 10% persistem como
portadores cronicos e ndo clinicos por muitos anos (BLOOD; RADOSTITS, 1991).

Egerton et al. (1983) observaram uma morbidade em torno de 70% em ovinos
naturalmente infectados, durante trés anos sucessivos, em uma mesma fazenda. Nesse
periodo identificaram trés classes distintas de animais em relagdo a suscetibilidade ao
FR: um grupo, de aproximadamente 20% do rebanho, que nunca adoece; um segundo
grupo de animais, que apresenta lesdes podais no inicio do periodo de transmissdo e
permanece infectado; e um terceiro grupo de ovinos, que se infecta tardiamente e que
cura naturalmente, com o advento de condigdes climaticas secas. A propor¢do de
animais em cada grupo parece ser estabelecida através da relagdao agente/hospedeiro.

Segundo Egerton (1971) depois que um rebanho ovino tem o primeiro contato com
a doencga, hd uma tendéncia de apresentar uma morbidade mais baixa e uma redug@o no
percentual de casos graves em surtos posteriores. A infeccdo causa um aumento no
titulo de anticorpos humorais, porém os titulos sao baixos e passageiros, nao suficientes

para prevenir infecg¢des posteriores (EGERTON; ROBERTS, 1971).

2.6 Sinais clinicos

Ovinos suscetiveis desenvolvem claudicagdo em um ou mais membros dentro de 10
a 20 dias apos a entrada em dareas infectadas pelo agente do FR (JENSEN; SWIFT,
1982). O principal sinal clinico do FR ¢ a claudicagdo, que pode ser grave. A manqueira
grave dos membros anteriores pode levar os animais a pastarem ajoelhados, fazendo
com que os ovinos permane¢am longos periodos deitados, favorecendo o surgimento de
abscessos e miiases na regido esternal. Os animais afetados perdem as condigdes
corporais. Carneiros com 0 processo nas patas posteriores podem tornar-se incapazes
para o servigo reprodutivo, assim como ovelhas com lesdes nestes membros ficam
incapacitadas para suportar o peso de um macho durante o servico (EGERTON, 1997,
RIBEIRO, 2007).
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Inimeras variaveis estdo envolvidas nas manifestagoes clinicas do FR em ovinos e

caprinos, ocasionando desde lesdes benignas até formas de alta gravidade, com severas

conseqliéncias para os animais afetados. Na intencdo de facilitar os procedimentos

diagnoésticos, foram desenvolvidos sistemas para mensurar a gravidade das lesdes

causadas pelo FR. A Figura 3 mostra o sistema desenvolvido por Egerton ¢ Roberts

(1971), que ¢ muito utilizado para classificar as lesdes do rebanho em diagnosticos de

campo.
Escore Lesao

0 Casco normal.

1 Inflamagdo ou necrose nao especifica da epiderme interdigital.

2 Inflamagdo mais severa da epiderme interdigital, devida a infec¢do por
Dichelobacter nodosus.

3 Qualquer lesao em qualquer pata que resulte em descolamento da parte
macia do casco ou da sola.

4 Qualquer lesdo que cause descolamento da parte dura do casco.

Figura 3 — Classificagdo das lesdes do footrot conforme sua gravidade (EGERTON;

ROBERTS, 1971)

Clinicamente o FR é classificado em trés formas:

Footrot virulento (FRV) — essa classifica¢do ¢ definida quando mais de 10%
dos ovinos apresenta lesdes com descolamento da parte dura do casco
(escore 4). Neste nivel da enfermidade a claudicagdo ¢ suficiente para
produzir perdas no ganho de peso e afeta a produtividade geral dos animais.
Footrot intermediario (FRI) — neste caso, os ovinos que apresentam escore 4
situam-se numa faixa de amplitude entre 1 a 10% do rebanho. A gravidade
das lesdes é menor e a necrose ¢ menos evidente. E uma forma da doenca
mais moderada que o FRV, e, com excecdo dos ovinos severamente
afetados, o restante do rebanho recupera-se espontaneamente assim que as
condicoes climaticas ficarem secas.

Footrot benigno (FRB) — nesta forma da doenca a infec¢ao esta restrita a
epiderme interdigital em todos ou em quase todos os ovinos afetados. Como

regra geral, menos de 1% dos ovinos apresentam escore 4, € somente
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amostras benignas de D. nodosus sdo isoladas desses surtos (EGERTON et
al., 1989).

O FR inicia-se com uma inflamacdo da epiderme interdigital, que causa uma
claudicagdo ligeira que aumenta a medida que a necrose invade o tecido cérneo da fenda
interdigital. Com o avanco da enfermidade, a infeccdo progride até atingir a matriz do
casco, causando descolamento de algumas areas. A necrose epidérmica e a separacao de
porcdes do estojo corneo se propagam ao taldo e a sola e, finalmente, a parede externa
do casco. Em alguns casos o casco fica ancorado somente pela coroa, e pode destacar-
se. O tecido necrosado possui um odor caracteristico. A miiase ¢ uma seqiiela comum.
Uma reagdo sistémica, que se manifesta por anorexia e febre, pode ocorrer em casos
graves. Os animais em dectbito sofrem emaciagdo e muitos morrem de fome
(EGERTON et al., 1989; RIBEIRO, 2007).

A morbidade em rebanhos afetados gira em torno de 70%, mas a mortalidade ¢
desprezivel. Em casos nao tratados o curso da doenga dura de algumas semanas até trés
meses ou um pouco mais. Em alguns animais a enfermidade persiste por anos, em
outros a infec¢do pode ficar escondida em pequenos bolsdes dentro do casco, onde ¢
detectada somente ap6s um desbaste extenso, esses ovinos atuam como portadores sub-
clinicos. Quando o ambiente externo fica umido esses bolsdes tornam-se ativos dentro
do casco, podem se abrir e contaminar o solo (BLOOD; RADOSTITS, 1991;
EGERTON, 1997).

2.7 Diagnostico

O diagnoéstico do FR baseia-se nos aspectos epidemioldgicos, nos sinais clinicos
caracteristicos e nos achados laboratoriais.

Uma doenca de alta morbidade, de carater cronico e recidivante, que gera
claudicacao causada por uma dermatite interdigital com posterior descolamento do
casco, associada a épocas quentes e Umidas do ano, nos faz suspeitar de FR. O
diagnostico laboratorial é feito através da observagdo do D. nodosus em esfregacos
corados pela técnica de Gram ou por imunofluorescéncia. O agente pode, também, ser
isolado em meio seletivo (RIBEIRO, 2007).

Como o FR pode se expressar de formas diversas no rebanho, FRB, FRI ou FRV,
dependendo da viruléncia da amostra de D. nodosus que est4 ocasionando o surto, uma

avaliagdo criteriosa das lesdes deve ser o ponto de partida para o diagnéstico da
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gravidade da doenga, pois isto determinara o tipo de intervengdo que sera recomendada

pelo médico veterinario. A classificagdo da viruléncia da doenca serd baseada na

prevaléncia de ovinos com lesdo escore 4 em relagdo ao niimero de ovinos expostos ao
FR (ABBOTT; LEWIS, 2005).

O diagnéstico diferencial deve considerar doengas que causam claudicagdo em

ovinos. Na Figura 4 estdo listadas as principais enfermidades que podem ser

confundidas com FR, e as caracteristicas que justificam a sua eliminacdo como causa

provavel de diagndstico nesse caso.

Doenca Epidemiologia Lesbes Outras Outros Resposta Diagnéstico
podais lesbes sinais ao microbio-
clinicos | tratamento l6gico
Ectima Ocorre mais em Lesdes Lesdes Claudicagéo Nenhuma Nenhum
Contagioso cordeiros ou proliferativas quase moderada
adultos néo clevadas sempre ao
vacinados com crostas redor da
durante a na coroa do boca
lactagdo. casco
Alta morbidade
Dermatofilose Ocorre apds Lesdes La Nao ha Boa resposta Dermatophilus
periodos proliferativas | aglutinada prurido. A ao uso da congolensis
intensos de na coroa do naregido | claudicacdo, | penicilina G
chuva. casco e carpo lombar quando associada a
Baixa com ocorre, ¢ de estrepto-
morbidade crostas grau leve micina.
conicas. Oxitetraci-
Lesdes clina
crostosas também &
na face e efetiva
orelhas
Manqueira Doenga aguda Alopecia e Nao ha Febre, Recuperagdo Erysipelothrix
pos-banho que ocorre 2 a 4 eritema na anorexia e espontinea rhusiopathiae
dias apos banho regido da perda de em 10a 14
de imersdo. Alta coroa do peso dias.
morbidade casco, Responde
quartela e bem a
boleto penicilina G
Abscesso de Ovinos adultos, Infecgdo Néo ha Claudicagdo | Boa resposta Fusobacterium
pé geralmente purulenta da muito grave ao uso de necrophorum e
menos de 10% articulagdo sulfonamidas | Arcanobacterium
sdo acometidos. inter- associadas pyogenes
Maior gravidade falangiana ao
nas estacoes distal, trimetoprim
umidas geralmente ou penicilina
em um so G associada
membro a estrepto-
micina

Figura 4 — Doencas que causam claudicacdo em ovinos (EGERTON, 2007; RIBEIRO,

2007).

Existe alguma confusdo entre o diagnostico de “scald” (pé escaldado ou dermatite

interdigital ovina) e algumas formas de FR. Segundo alguns autores, “scald” ou

dermatite interdigital ovina ¢ uma enfermidade de natureza benigna, que causa uma
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condigdo necrosante da pele interdigital, causada pela infecgdo com F. necrophorum,
que cura espontaneamente com a chegada do tempo seco (RIET-CORREA, 2007;
THOMAS, 1962b).

Na experiéncia de Abbott e Lewis (2005), sempre que foram chamados para atender
casos clinicos diagnosticados a campo como sendo “scald”, em que havia significativa
claudicacao, o agente do FR foi isolado da epiderme interdigital e algum ovino do
rebanho apresentava descolamento do casco. Muitos pesquisadores questionam se o F.
necrophorum, na auséncia do D. nodosus, pode causar lesdes com gravidade suficiente
para causar aguda e severa claudicacdo. Moore et al. (2005a) citam varios experimentos
recentes que demonstraram a presenca de D. nodosus em muitos casos de dermatite
interdigital ovina (“scald”), independente da severidade das lesoes.

Recentemente uma nova enfermidade que causa severa claudicacdo em ovinos foi
registrada no Reino Unido, foi denominada como dermatite digital ovina contagiosa
(CODD) e sua etiologia ainda suscita alguma confusdo. Alguns trabalhos sugerem que
Treponemas participam de alguma forma na patogenia da enfermidade, e,
aparentemente, o D. nodosus ndo esta envolvido. A infecgdo comega na regido da coroa
do casco e ndo na epiderme interdigital como no FR (MOORE et al., 2005b; SAYERS
et al., 2009).

2.8 Tratamento

O tratamento do FR baseia-se no uso de drogas antimicrobianas através de
aplicagdes topicas e/ou parenterais, vacinagdo e¢ medidas de manejo. E pode ser
direcionado ao controle temporario da enfermidade ou a sua erradicacdo do rebanho.
Durante o periodo chuvoso o controle temporario deve ser o objetivo, deixando a
metodologia utilizada na erradicacdo para o periodo seco, quando a possibilidade de
sucesso sera maior (RIBEIRO, 2007).

A estratégia de tratamento desta enfermidade deve ser elaborada de modo
consensual entre o médico veterinario e o proprietario do rebanho, baseando-se na
relacdo custo/beneficio, que levarda em conta os diversos aspectos econdmicos
envolvidos em cada situacao especifica (RODRIGUES et al., 2001; SALMAN et al,
1988).

Uma série de medidas terapéuticas poderdo ser utilizadas, e essa escolha dependera

de fatores como época do ano (regime de chuvas e temperatura), nimero de animais
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acometidos, gravidade das lesdes, mao-de-obra disponivel, instalagdes adequadas,
numero de potreiros, etc. Entre essas medidas podemos destacar o isolamento dos
animais enfermos, apara dos cascos, pedilivio com drogas antimicrobianas,
antimicrobianos de uso parenteral, vacinacdo e descarte de animais cronicamente
infectados (HOISE, 2004; RIBEIRO, 2007; SALMAN et al., 1988).

Conforme Egerton (2007) a estratégia global da terapia sera determinada pelo
diagnoéstico de FRB ou FRV no rebanho. No primeiro caso o uso de pedilivio com
drogas antimicrobianas sem necessidade de casqueamento ¢ suficiente para controlar a
manqueira. Uma estrutura com seis metros de comprimento ¢ 10 cm de profundidade,
contendo sulfato de zinco a 10%, com as ovelhas passando lentamente pelo lava-pés é
adequada. Se as condi¢des ambientais forem favoraveis ao FR, o pedilivio deve ser
repetido semanalmente até que os sinais de claudicagdo diminuam. No segundo caso,
FRV, uma apara de cascos cuidadosa sera necessaria para que o tratamento topico em
pedilivio tenha éxito. O manejo do rebanho apds os tratamentos sera bem mais
complexo.

A apara dos cascos ou casqueamento ¢ utilizada para remover o tecido coérneo do
casco que cresceu de modo excessivo ou que sofreu descolamento durante a infecg¢ao
pelo FR. Em muitos paises, os criadores de ovinos realizam o casqueamento do rebanho
como uma estratégia para o controle do FR, e uma grande parcela desses criadores
considera que o casqueamento pode prevenir o surgimento do FR no rebanho
(WASSINK; GREEN, 2001). Entretanto, ndo existe qualquer evidéncia que suporte essa
crenga, o conhecimento sobre a maneira como a doenga desenvolve-se num casco
recentemente infectado e os experimentos de campo apontam que o casqueamento nao
exerce um papel preventivo no desenvolvimento do FR (EGERTON et al., 1969;
LEWIS; STUBBINGS, 2003; WASSINK et al., 2003). A infeccdo pelo FR pode
conduzir ao crescimento excessivo do casco e a sua deformidade, entretanto o
crescimento excessivo do tecido corneo e posterior deformagao do casco nao conduzem
ao FR (STEWART, 1989).

Em geral, a apara cuidadosa dos cascos, antes do tratamento tépico com produtos
antimicrobianos, melhora a eficacia do tratamento contra o FR (LAMBELL et al., 1986;

SKERMAN et al., 1983a).
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2.8.1 Tratamento topico

A aplicacdo de drogas antimicrobianas individualmente em ovinos ¢ muito
demorada e deve ser reservada para aquelas ocasides em que a apara dos cascos €
necessaria, ¢ cada ovino sera manipulado e “sentado” para tal finalidade. Em geral, o
uso de antimicrobianos em pedilivio ¢ o modo mais rdpido para tratar um grande
nimero de ovinos e facilita a repeticdo dos tratamentos (STEWART, 1989).

Tradicionalmente, os tratamentos curativos envolvem um desbaste cuidadoso do
casco, para que todo tecido coérneo afetado seja removido e para que todo tecido
necrosado seja exposto, e aplicacdo de produtos quimicos no pedilivio. As solugdes
mais utilizadas sdao formalina 5 a 10%, sulfato de cobre 5 a 10% ¢ sulfato de zinco 10 a
20%. Outros produtos feitos exclusivamente para o tratamento do FR em ovinos
incluem uma solugdo de sulfato de zinco/lauril sulfato de sédio (Footrite ®) ¢ uma
solugdo de CHF — 1020 a 10% (nitrato de cobre trihidratado/cloridrato de cobre
dihidratado em 4gua) (Radicate ®) (MALECKI; COFFEY, 1987; REED; ALLEY,
1996; RIBEIRO, 2007). Existem, no mercado de produtos veterindrios, solucdes
bactericidas prontas para uso, para aplicagdo por aerossol, que sdo utilizadas no
tratamento de um nimero reduzido de animais.

A formalina, formol ou formaldeido, solu¢do a 37%, ¢ um composto liquido claro,
com variadas aplicagdes, sendo utilizada como preservativo, desinfetante e anti-séptico.
A formalina ¢ utilizada no pediluvio em concentragdes que variam de 2,5 a 10%. O
produto deve ser diluido para o pediltvio sem levar em consideragdo a sua concentragao
(37%), ou seja, para preparar uma solucdo a 10% devemos colocar uma parte de
formalina para nove partes de dgua. A sua utilizagdo ¢ um tanto desagradavel, devido ao
seu odor irritante e o risco de provocar injurias oculares, reacdes alérgicas e dermatites,
além de ser potencialmente cancerigena para o homem quando inalada (ABBOTT;
LEWIS, 2005). Em ovinos, tratamentos freqiientes com formalina no pediluvio,
particularmente em concentragdes acima de 10%, causam severa queratinizag¢do da pele
do espaco interdigital, podendo levar a infec¢des e claudicagdio (HOOPER; JONES,
1972).

A formalina possui uma acdo bactericida, sendo efetiva no tratamento do FR em
concentragdes tdo baixas como 2,5%, e tem a grande vantagem de manter a sua eficacia

em presenc¢a de matéria organica como fezes e urina (STEWART, 1954).



32

O sulfato de cobre ¢ efetivo no pedilivio em concentragdes que variam de 5 a 10%,
entretanto seu uso tem diminuido por manchar a 13, ser corrosivo para metais, apresentar
o risco potencial de causar intoxicacdo pelo cobre e sofrer reducdo na sua eficacia
quando em presenga de matéria organica (KIMBERLING; ELLIS, 1990; STEWART,
1954).

Muitos trabalhos registram a eficacia do sulfato de zinco no pedilavio, em solugdes
de 10 a 20%, destacando suas vantagens em relagdo ao sulfato de cobre e a formalina.
Alguns trabalhos demonstram um aumento na sua eficidcia quando ¢ adicionado a
solugdo um surfactante como o lauril sulfato de sédio a 1%, que aumenta a penetragio
do sulfato de zinco no tecido corneo do casco, diminuindo a necessidade do
casqueamento desde que o tempo que o ovino permaneca no pedilivio seja aumentado
(LAMBELL et al., 1986; MALECKI; COFFEY, 1987; MALECKI; McCAUSLAND,
1982).

Alguns pesquisadores realizaram experimentos sobre o tempo que os ovinos devem
permanecer no pedilivio, de modo que possa ser efetivo o contato entre a droga
disponibilizada no pedilavio e os agentes causadores do FR. Assim temos varias
recomendacdes, 2 minutos (SKERMAN et al., 1983b), 5 minutos (SKERMAN et al.,
1983a), 30 minutos no sulfato de zinco (MULVANEY et al., 1986), 1 hora quando
utilizado o sulfato de zinco a 20% com surfactante, sem apara de cascos (MALECKI;
COFFEY, 1987). Na grande maioria dos trabalhos ndo houve uma preocupagdo em
determinar um tempo ideal de exposi¢dao dos ovinos ao pedilivio, em geral tratamentos
utilizando tempos menores que 2 minutos obtiveram sucesso, pois 0s tratamentos eram
repetidos com freqiiéncia, diariamente, a cada 2-3 dias, ou semanalmente, por 2-6
semanas (CROSS; PARKER, 1981; PARAJULI; GODDARD, 1989).

Conforme Egerton (2007) em pedilivio com comprimento entre seis a doze metros,
com os ovinos progredindo lentamente através da solugcdo do banho, o contato com a
droga antimicrobiana serd efetivo no tratamento do FR. Existem algumas
recomendacdes provenientes de observagdes de campo sobre a limpeza dos cascos,
quando necessaria, antes da passagem no pedilivio contendo produtos quimicos, ou
seja, caminhada em piso duro com posterior passagem em pedilivio contendo somente
agua. Da mesma forma ¢ sugerido que apds o banho os ovinos permanegcam em piso
seco, pedra ou concreto, por um tempo entre 15 minutos a 2 horas (HOSIE, 2004;

REED; ALLEY, 1996; SKERMAN et al., 1983a).
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Recentemente, durante um “workshop” sobre “Footrot and lameness in sheep”, que
contou com a participagdo de 14 veterindrios especializados nesse tema, foram
relacionadas algumas medidas que devem ser seguidas para que o pediliivio seja efetivo
no tratamento do FR:

e Utilizacdo de formalina a 3% com os ovinos passando lentamente pelo
pedilavio (de preferéncia com oito metros de comprimento), ou a utilizacao
de sulfato de zinco a 10% com os ovinos permanecendo com 0S cascos
imersos na solu¢ao por 30 minutos no minimo,

e Os ovinos devem passar em pedilivio com agua antes de passar no pedilivio
com o produto antimicrobiano, para remover sujidades dos cascos,

e Apds o pedilavio devem permanecer em um local seco, de concreto ou de
pedra,

e Escolher um dia seco para realizar o pedilavio,

e Mover os ovinos para uma pastagem limpa, que esteja no minimo cinco dias
sem ovinos.

A repeticao do tratamento ¢ necessaria durante o periodo de transmissdo da doenca,
sendo que o niimero de tratamentos no pedilivio ¢ varidvel entre o grupo de animais
infectados e ndo infectados. O intervalo entre os tratamentos pode ser a cada cinco dias
ou no maximo a cada 14 dias, caso os ovinos estejam sendo colocados em pastagens
limpas entre cada tratamento. Muitos trabalhos apontam percentuais de cura entre 50 a

80 % com a utilizacdo de drogas antimicrobianas no pedilavio (HOSIE, 2004).

2.8.2 Tratamento parenteral

A utilizagdo de drogas antimicrobianas de uso parenteral, quimioterapicos e
antibioticos, no tratamento do FR, geralmente ¢ reservada, por motivos financeiros, para
casos severos da doenga ou para animais de alto valor econdmico (KIMBERLING;
ELLIS, 1990).

Alguns antimicrobianos demonstraram ser efetivos contra o FR, apds uma unica
aplicacdo intramuscular (IM). Na Figura 5 estdo identificados alguns antibidticos para

uso na terapia do FRV.
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Antibiotico Dose Caréncia
Penicilina G procaina + diidroestreptomicina 70.000 Ul/kg + 70 mg/kg 28 dias
Oxitetraciclina L/A 20 mg/kg 42 dias
Lincomicina + espectinomicina 5 mg/kg + 10 mg/kg 28 dias

Figura 5 — Antibiodticos parenterais em dose Unica para tratamento do footrot virulento
(EGERTON, 2007).

Egerton et al. (1968) demonstraram a importancia de manter os ovinos tratados com
antimicrobianos parenterais em ambiente seco por no minimo 24 horas apds a injeg@o
em dose unica. Nesse experimento, ovinos tratados com penicilina G +
diidroestreptomicina, conforme referido na Figura 5, que receberam uma leve apara nos
cascos e passaram em pedilivio com formalina a 5%, obtiveram taxa de cura acima de
92% quando mantidos em ambiente seco por 24 horas, contra taxa de cura de 70% nos
ovinos que receberam o mesmo tratamento, porém retornaram a potreiros com pastagem
umida ap0s a terapia. Nesse mesmo experimento, ovinos que receberam uma leve apara
de cascos e passaram no pedilavio com formalina a 5%, sendo mantidos em ambiente
seco por 24 horas, porém ndo recebendo quimioterapia parenteral, obtiveram taxa de
cura de 50%, demonstrando a importancia e a eficiéncia da terapia parenteral. Esse
experimento foi realizado em 585 ovinos com FR, destes, 455 ovinos receberam
tratamento parenteral associado ou ndo a outros procedimentos, 80 ovinos foram
tratados somente com formalina a 5% no pediluvio e 50 ovinos ndo receberam qualquer
tratamento.

Rendell e Callinan (1997) obtiveram 97 a 98,4% de sucesso no tratamento de ovinos
com FR em trés fazendas, com a utilizagdo de sulfato de zinco a 10% no pediltivio
associado a oxitetraciclina na dose de 20 mg/kg IM. Nessas mesmas propriedades
obtiveram de 93,7 a 98,7 de sucesso quando o antibiotico foi a eritromicina na dose de
10 mg/kg IM.

Sagliyan et al. (2008) obtiveram 92,5% de sucesso utilizando sulfato de zinco a 10%
no pedilivio por 15-20 minutos, a cada 2 dias, durante 2 semanas, associado a
oxitetraciclina 20 mg/kg IM, 1 vez ao dia, durante 5 dias, contra 95% de sucesso
utilizando o mesmo tratamento, porém com a associacao da penicilina G procaina
20.000 Ul/kg IM + diidroestreptomicina 20 mg/kg IM, 1 vez ao dia, durante 5 dias,

como antibioticoterapia parenteral no tratamento de ovinos com FRV. Um terceiro
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grupo que recebeu somente o tratamento topico obteve uma taxa de cura de 45%. Um
total 240 ovinos receberam os trés tratamentos.

Ribeiro et al. (2008a) obtiveram uma taxa de cura de 78,6% com a utilizagcdo de
Florfenicol na dose de 20 mg/kg IM, 2 aplica¢des com intervalo de 48 horas, mantendo
0s ovinos em campos alagadicos, € com uma precipitagdo pluviométrica de 300 mm
durante os 20 dias de duragao do experimento, 30 ovinos com FR foram tratados.

Segundo Ribeiro et al. (2008b) a enrofloxacina foi 100% efetiva no tratamento de
19 ovinos infectados com FR, de um rebanho de 472 ovinos criados em condigdes
extensivas. Foi utilizada a dose de 500 mg/ovino IM, em dose tnica, independente do
peso vivo. Durante o periodo de duragao do experimento (30 dias) a precipitagdo
pluviométrica foi de 133 mm.

Outros antimicrobianos podem ser utilizados, desde que indicados pelo
antibiograma (EGERTON, 1997, 2007; MALECKI; McCAUSLAND, 1982; RIBEIRO
et al., 2008a).

2.8.3 Vacinagao terapéutica

A vacinagao terapéutica € uma alternativa a antibioticoterapia parenteral e pode ser
usada durante um surto de FR. A vacina¢do do rebanho ¢ aconselhavel durante o
periodo de transmissdo da doenca (chuva e calor) se uma alta propor¢do do rebanho
estiver infectado e houver um histérico de insucesso com os tratamentos convencionais
nessas mesmas condi¢des, nessa mesma propriedade. Uma tnica dose produz uma taxa
de recuperagdo ao redor de 20%, e duas doses com intervalo de trés a seis semanas
causa recuperagao em 80% do rebanho. A resposta clinica inicia dois a trés dias apds a
vacinagdo, sendo uma alternativa importante, quando ndo houver condigdes para tratar e

manejar o rebanho adequadamente (HOSIE, 2004).

2.9 Controle

O controle refere-se as estratégias que serdo implantadas para prevenir ou restringir
a taxa de transmissdo do FR entre os ovinos de um rebanho infectado. Geralmente essas
medidas sdo aplicadas um pouco antes ou durante o periodo de transmissao da doenga.
O principal objetivo ¢ manter uma baixa incidéncia de casos de FR no rebanho e

impedir que os animais com FR desenvolvam lesdes severas (ABBOTT; LEWIS, 2005).
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As duas ferramentas principais, utilizadas nos programas de controle, sdo o

tratamento topico via pediltivio e a vacinagao.

2.9.1 Tratamento topico via pediluvio

O uso de drogas no pediltivio foi abordado anteriormente no texto, ao referirmos

sobre tratamento topico. Esse tipo de tratamento desempenha um papel muito

importante nos programas de controle, pois inibe o desenvolvimento das lesdes e reduz

a contaminagdo do ambiente.

Ao iniciar um programa de controle devemos seguir alguns passos fundamentais:

Examinar cuidadosamente as patas de todos os ovinos, realizando o
casqueamento quando necessario,

Separar os ovinos em dois grupos, animais sadios € animais infectados,

O grupo ndo-infectado passara pelo pedilivio com a droga escolhida,
permanecendo algumas horas em piso seco, e depois sera enviado a um potreiro
sem ovinos ha 14 dias,

O grupo infectado sofrerd o mesmo processo, com a diferenca de que passara
pelo pedilavio quatro vezes com intervalo de uma semana entre cada tratamento,
e serd colocado sempre em potreiros livres de ovinos no minimo hé uma
semana,

Os ovinos considerados intrataveis, cronicos, serdo enviados ao abate,

O grupo dos animais infectados serd incorporado ao grupo dos animais sadios ao
final do tratamento, se forem considerados curados, ap6s minucioso exame dos

cascos (RIBEIRO, 1995, 2007).

A formalina 5% e o sulfato de zinco 10% proporcionam um periodo de protecao

muito curto (1-2 dias) apds o pediluvio (SKERMAN et al., 1983b), porém uma hora no

pedilvio contendo sulfato de zinco/ lauril sulfato de sddio proporciona prote¢do contra

reinfec¢do acima de duas semanas (MARSHALL et al., 1991b).
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2.9.2 Vacinagao

A infec¢do natural com o FR produz uma resposta pequena no titulo de anticorpos
contra a doenga, insuficiente para proteger o ovino de reinfecgdes com amostras
homologas de D. nodosus (EGERTON; ROBERTS, 1971).

A primeira tentativa de imunizacdo de ovinos contra o FR coube a Beveridge
(1941), que inoculou uma ovelha trés vezes por via subcutanea com uma cultura morta
de D. nodosus e mais tarde desafiou esse ovino com material infectante de um caso
natural de FR. Esse animal desenvolveu lesdes da enfermidade, porém foram
consideradas mais moderadas do que a forma usual da doenca.

Egerton (1970) demonstrou a eficécia da vacinagdo contra o FR, tanto na prevencao
quanto na cura das lesdes causadas pela doenca. Ele descreveu trés niveis de resposta
em ovelhas vacinadas: a maioria ndo apresentou sinais clinicos de FR, algumas
sofreram infec¢do na pele interdigital e curaram-se completamente, outras contrairam a
enfermidade, mas as lesdes foram menos severas quando comparadas ao grupo nao-
vacinado.

Egerton e Roberts (1971) compararam a eficacia de vacinas inativadas em formalina
contendo F. necrophorum, D. nodosus e F. necrophorum e D. nodosus emulsificadas
em igual volume de adjuvante incompleto de Freund. A maior resisténcia a infec¢ao foi
associada aos ovinos que desenvolveram altos titulos de anticorpos contra D. nodosus,
conferidas pelas vacinas que continham esse agente bacteriano. Em um dos
experimentos desse trabalho a agdo curativa da vacinagdo contra o D. nodosus foi mais
uma vez confirmada.

Egerton e Thorley (1981) compararam a eficacia de duas vacinas contra o FR, a
primeira utilizou o sulfato de aluminio e potassio como adjuvante e a segunda utilizou
um adjuvante oleoso (10% de Arlacel + 90% de Marcol). Os ovinos foram vacinados
duas vezes com intervalo de seis semanas e os resultados obtidos mostraram que a
vacina com adjuvante oleoso protegeu os animais por oito semanas enquanto que a
vacina com adjuvante de sulfato de aluminio e potassio manteve a protecdo por apenas
quatro semanas.

Thorley e Egerton (1981) compararam a eficdcia de vacinas emulsificadas em oleo,
com anterior ou ndo adsor¢cdo em sulfato de aluminio e potéssio, e cada uma dessas

vacinas foi preparada com células piliadas e ndo-piliadas de D. nodosus. Os melhores
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resultados foram obtidos com vacinas que utilizaram amostras piliadas e foram
primeiramente adsorvidas em sulfato de aluminio e potassio antes da emulsificacdo em
0leo. Nesse experimento os autores correlacionaram com uma razoavel resisténcia a
infeccdo por cepas homologas titulo de aglutininas acima de 3200.

As vacinas contra o FR testadas até o momento oferecem boa protecdo contra
infeccao por cepa homologa, entretanto essa protecao, apos duas doses com intervalo de
trés a seis semanas, € curta, em torno de 12 semanas. As diferentes vacinas testadas:
com células piliadas de D. nodosus, somente com pili ou produzidas através de
recombinagdo com Pseudomonas aeruginosa produziram resultados protetores
semelhantes (EGERTON et al., 1987; MATTICK et al.,, 1987; RAADSMA et al.,
1994a; STEWART et al., 1986a).

Segundo Fialho e Ribeiro (1995) o uso de vacina com adjuvante oleoso com
amostras de D. nodosus prevalentes na regido onde vai ser utilizada, oferece protecédo
em torno de quatro meses. Estudos realizados no RS e Uruguai mostraram que as
amostras mais prevalentes foram E, D, ¢ B no RS e os sorogrupos F, E, ¢ A no Uruguai
(FIALHO; RIBEIRO, 1995; RIBEIRO, 1995). A vacina deve ser utilizada
estrategicamente, prevenindo surtos em épocas favoraveis a enfermidade, no RS
recomenda-se a vacinagdo em fevereiro e revacinagdo em margo para prevenir surtos no
outono; e vacinacdo em julho e revacinagdo em agosto para prevenir surtos na
primavera (RIBEIRO, 2007).

Alguns autores relataram que vacinas autdégenas podem ser utilizadas na
prevencao e na erradicacdo do FR com sucesso. Além disso, a vacinagdo durante o
tratamento dos surtos reduziu significativamente os sinais clinicos da doenga
(EGERTON et al., 2002; GURUNG et al., 2006).

A diversidade sorologica das amostras que compde uma vacina contra o FR ¢ muito
importante, pois a prote¢do contra cepas heterdlogas ¢ limitada nesta enfermidade,
sendo que uma grande variedade de sorogrupos pode estar envolvida em um surto.
Devido a grande diversidade de sorogrupos identificados em muitos paises, uma vacina
comercial contendo dez sorotipos (Footvax®), produzida pelo Laboratério Schering-
Plough, foi avaliada e aceita para uso na Unido Européia, Estados Unidos, Malasia.
Australia e Nova Zelandia (ABBOTT; LEWIS, 2005; CLAXTON, 1986; EGERTON;
MORGAN, 1972; SCHMITZ; GRADIN, 1980; THORLEY; DAY, 1986).
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No Brasil uma vacina comercial contendo sete sorotipos (Foot-Vac®), produzida
pelo Laboratorio Hipra foi aprovada para uso em ovinos e caprinos, ¢ uma cultura
piliada de D. nodosus emulsificada em 6leo mineral (SINDAN, 2009).

A combinagdo de diversos sorotipos de D. nodosus em uma mesma vacina tem
como resultado uma menor resposta imunologica quando ha uma comparacdo com cada
sorotipo administrado isoladamente, esse fendmeno deve-se a uma competi¢dao
antigénica, que foi fartamente demonstrada em diversos experimentos comparativos
entre vacinas monovalentes e vacinas multivalentes, usadas para prevengdo ou
tratamento do FR (ABBOTT; LEWIS, 2005; RAADSMA et al., 1994b).

A combinagdo da vacinagao e pedilivio com drogas antimicrobianas ¢ geralmente
mais efetiva que esses tratamentos usados isoladamente, principalmente quando o inicio
do surto € esperado entre a primeira e a segunda doses da vacina, nesse momento o uso
do pediltivio serd importante para retardar a transmissdo enquanto a prote¢do vacinal
nao se desenvolve (EGERTON, 2007).

As principais desvantagens da vacinacao sdo o custo e as reagdes vacinais no local
da injecdo, aspectos largamente compensados pelo grande numero de vantagens
fartamente comprovadas por inimeros experimentos e testes de campo (RIBEIRO,
2007).

No terceiro capitulo de sua tese de Doutorado Claxton (1981) compara a eficacia da
vacina contra o FR preparada com diferentes adjuvantes e demonstra as reagcdes vacinais
locais causadas por essas substancias. Os adjuvantes sdo necessarios nas vacinas onde o
agente ndo tem a capacidade imunogénica necessaria para produzir titulos de anticorpos
protetores. Em um dos experimentos as reacdes locais produzidas pelos diferentes
adjuvantes foram mensuradas por area (cm?), perda da 13 e a presenga ou ndo de
secrecdes. Os adjuvantes testados foram sulfato de aluminio e potéssio (AP), sulfato de
aluminio e potéssio + Quil A (APQ), sulfato de aluminio e potéssio + 6leo (APO) e 6leo
(O). A vacina APO demonstrou os melhores resultados na producao de altos titulos de
anticorpos € na manutencdo de titulos protetores (16 semanas), entretanto as reagdes
locais foram as mais severas e mais duradouras. A vacina com adjuvante oleoso (O)
produziu altos titulos de anticorpos e manteve a protecdo por 12 semanas, porém as
reagoes locais foram menos severas e tiveram uma resolu¢ao mais rapida que a vacina

APO. As vacinas AP e APQ protegeram os ovinos por menos tempo.
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2.10 Erradicacgao

O objetivo dos programas de erradicagdo ¢ eliminar do rebanho todas as amostras de
D. nodosus capazes de causar FRV. Diferente dos programas de controle, onde a
maioria dos processos ocorre um pouco antes ou, na maioria das vezes, dentro do
periodo de transmissdo da doenga; as atividades nos programas de erradica¢do serdo
realizadas durante o periodo onde ndo ocorre a transmissdo da enfermidade (periodo
seco). E ser@o direcionadas para identificar todos os ovinos ou caprinos infectados.

Na Australia, quatro caracteristicas importantes sobre o FR nortearam as agdes dos
programas de erradicacao:

e O D. nodosus nao sobrevive fora do casco do ruminante mais do que sete dias

(BEVERIDGE, 1941),

e Durante o periodo de ndo-transmissdo da doenga, todas as pastagens estdo livres
do agente essencial do FR, porque os ovinos estdo refratarios a enfermidade,

e Durante o periodo de nao-transmissao da doenga, as unicas lesdes de FRV ainda
presentes sdo cronicas, ndo sao infecgdes novas ou inaparentes,

e As amostras de D. nodosus que causam FRV nao sdo usualmente associadas
com lesdes sub-clinicas, ou com o estado de portador clinicamente sadio. Os
ovinos ou caprinos infectados podem ser identificados por inspe¢do visual
(EGERTON, 1989).

A experiéncia tem demonstrado que o método de erradicagdo baseado na inspecao e
na eliminacdo seletiva, com ou sem quimioterapia parenteral ¢ mais provavel de obter
sucesso, para isso alguns passos devem ser seguidos:

e Durante o periodo de nao-transmissdo da doenga (periodo seco), que varia
dependendo do pais e das regides de cada pais, os cascos de todos 0s ovinos
e caprinos da propriedade serdo minuciosamente examinados trés vezes com
intervalo de trés a quatro semanas,

e O clima deve estar seco e os cascos dos ovinos e caprinos devem estar secos,

e Todos os ovinos e caprinos infectados ou suspeitos devem ser eliminados do

rebanho,
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e Deve haver boas condi¢des para que as inspecdes sejam bem executadas,
sombra, instalagdes adequadas, mao-obra treinada e suficiente para virar e
examinar todos os animais.

Na pratica, o sucesso de um programa de erradicagdo ¢ diretamente proporcional ao
sucesso obtido pela propriedade no seu programa de controle do FR, ou seja, durante o
inicio do periodo de ndo-transmissdo da doenca a prevaléncia da infeccdo deve ser no
maximo de 5%.

Na primeira inspecao os animais infectados serdo tratados ou eliminados, os animais
selecionados para tratamento devem ser segregados e receber quimioterapia parenteral,;
na segunda inspe¢ao todos os animais infectados serdo eliminados, incluindo os animais
que ndo responderam ao tratamento realizado na primeira inspe¢ao; na terceira inspeg¢ao
também todos os animais infectados serdao eliminados (EGERTON, 2007).

Apo6s o inicio de processo de erradicacdo, a vigilancia sobre os animais deve ser
aumentada, principalmente ao longo do periodo iimido, onde qualquer animal que esteja
com claudicagdo deve ser minuciosamente examinado e eliminado se o FR for
diagnosticado.

A prevencdo da re-introdugdo do FR na propriedade ¢ obtida através do
estabelecimento de quarentena para todos os novos animais que serdo adquiridos. Que
deverdo sofrer o mesmo processo a que foram submetidos os animais que agora estao
livres do FR (HOSIE, 2004).

Em muitas regides da Australia, o periodo de ndo-transmissdo se estende por todo o
verdo que ¢ seco, facilitando os programas de erradicagdo e controle, entretanto em
muitos paises o periodo de ndo-transmissdo € inconsistente e relativamente curto,
tornando a erradicacdo uma meta muito dificil de ser alcancada (WASSINK et al.,

2003).
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RESUMO

Este trabalho avaliou a eficicia de uma vacina autdogena com adjuvante oleoso no
controle do footrot em ovinos de uma propriedade rural do municipio de Santiago/RS.
Foram vacinados 347 ovinos, duas doses com intervalo de 30 dias por via subcutinea
(SC), administradas na regido axilar (150 animais) e na regido inguinal (197 animais).
Um grupo de 75 animais nao recebeu a vacina, constituindo o grupo controle. Os dados
mostraram que a prevaléncia do footrot no grupo de ovinos vacinados (V) que
inicialmente era de 4%, sofreu uma redugdo para 2% na semana 23, chegando a zero na
semana 30. No grupo controle (C) a prevaléncia de animais infectados foi de 6,7% no
inicio do experimento, teve uma redugdo para 5,3% na semana 23 e ao final estava em
3,7%. Observou-se uma reducdo gradativa no nimero de ovinos infectados nos dois
grupos, entretanto a eliminagdo seletiva ocorrida no grupo controle prejudicou a anélise
estatistica dos dados. Amostras de sangue foram colhidas da jugular dos animais para
verificar titulos de anticorpos aglutinantes contra o antigeno presente na propriedade em
cinco ocasides durante o experimento. Os resultados mostraram diferengas significativas
(p<0,001) entre os titulos de anticorpos aglutinantes contra Dichelobacter nodosus no
soro de ovinos vacinados e ndo vacinados durante o experimento. A analise das reacdes
vacinais locais apontou a regido inguinal como o melhor local para a aplicacdo da
vacina com adjuvante oleoso por via SC e também demonstrou uma relagdo direta entre
a idade dos ovinos e o percentual de reagdes vacinais locais ¢ a severidade dessas
reacdes. Os resultados sugerem que a vacina autdégena com adjuvante oleoso obteve
sucesso no controle da doenga.

Palavras-chave: footrot, vacina autdgena com adjuvante oleoso, ovinos.

ABSTRACT

This study evaluated the efficacy of autogenous vaccine with oil-adjuvant in the control
of footrot in sheep from a farm in the municipality of Santiago/RS. 347 sheep were
vaccinated, two doses with an interval of 30 days by subcutaneously administered in the
axillary region (150 animals) and in the inguinal region (197 animals). A group of 75
animals did not receive the vaccine, constituting the control group. The data showed
that the prevalence of footrot in the group of sheep vaccinated (V) initially set at 4%,
was reduced to 2% in 23 weeks, reaching zero at the last inspection. In the control group
(C) the prevalence of infected animals was 6.7% at baseline, was reduced to 5.3% at
week 23 and the end was 3.7%. There was a gradual reduction in the number of infected
sheep in both groups, however the selective elimination occurred in the control group
affected the statistical analysis. Blood samples were collected from the jugular vein of
the animals to see evidence of agglutinating antibodies against the antigen present on
the property on five occasions during the experiment. The results showed significant
differences (p<0,001) between antibody titers against Dichelobacter nodosus in the
serum of sheep vaccinated and not vaccinated during the experiment. The analysis of
local vaccine reactions showed the inguinal region as the best place for the application
subcutaneously oil-adjuvant vaccine and also demonstrated a direct relationship
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between the age of the sheep and the percentage of local vaccine reactions and the
severity of these reactions. The results suggest that autogenous oil-adjuvant vaccine
succeeded in controlling the disease.

Key words: footrot, autogenous oil-adjuvant vaccine, sheep.

INTRODUCAO

O footrot (FR) ¢ uma enfermidade especifica dos ovinos e outros ruminantes, que sob
condigdes ambientais favoraveis ¢ altamente contagiosa (EGERTON, 1971, 2007). E
uma doenga cronica, necrosante, da epiderme interdigital e matriz do casco, que na sua
forma virulenta, leva a manqueira, com graves prejuizos a saude geral do animal,
causando perda de peso, queda na producdo de 13 e diminuicdo da fertilidade dos

rebanhos acometidos (JENSEN; SWIFT, 1982; RIBEIRO, 2007).

O agente essencial desta doenca ¢ o Dichelobacter nodosus, um bastonete Gram-
negativo, obrigatoriamente anaerobio, pois sua presenga ¢ indispensavel para que ocorra
um surto de FR, entretanto a presen¢a do Fusobacterium necrophorum ¢é fundamental
para a penetragdo do D. nodosus na epiderme interdigital (BEVERIDGE, 1941;
EGERTON et al., 1969). A epiderme interdigital, que é o sitio primario da infec¢ao,
deve estar devidamente desvitalizada para que ocorra, posteriormente, a invasdo
bacteriana. Essa condi¢do ¢ usualmente obtida através da prolongada exposi¢do a
umidade e contaminagdo fecal. Para o estabelecimento do D. nodosus ¢ necessario que
ocorra, anteriormente ou simultaneamente, a infec¢ao com o F. necrophorum para
facilitar a invasdo da epiderme (EGERTON et al., 1969; ROBERTS; EGERTON,
1969).

A doenca afeta ovinos de todas as idades e sexos e estd presente em todos os paises
onde ovinos sdo criados comercialmente, no Brasil a enfermidade é endémica, afetando
rebanhos ovinos e caprinos, ocasionando severas perdas na produtividade (BLOOD;
RADOSTITS, 1991; RIBEIRO, 2007). Ribeiro (1978, 1985) demonstrou que o FR ¢
endémico em rebanhos ovinos no Estado do Rio Grande do Sul (RS) e comprovou
clinica e laboratorialmente a presenca do FR em rebanhos de 42 municipios que

englobam 85% da populagdo ovina desse Estado do Brasil.



45

Os trabalhos iniciais com vacinas contra o FR demonstraram que a imunidade estd
associada a presen¢a na vacina de amostra de D. nodosus antigenicamente semelhante a
causadora do surto. Trabalhos de identificagdo sorologica do agente mostraram uma
variedade de sorogrupos e sorotipos, na Australia o sistema para a classificacdo
sorologica do D. nodosus descreve 10 sorogrupos (A ao I e o M) e identifica alguns
sorotipos, totalizando 19 subtipos (CLAXTON et al., 1983; CLAXTON, 1986; DAY et
al., 1986; GHIMIRE et al., 1998; RIBEIRO, 1981).

Segundo Ribeiro (1995) no RS foram identificados, at¢ o momento presente, sete
sorogrupos: A, B, C, D, E, F e H, sendo os mais prevalentes o E, D e B, nessa ordem de

importancia.

Segundo Egerton et al. (1994) a combinagdo de multiplos sorotipos de D. nodosus em
uma mesma vacina resulta numa resposta imunologica menor para cada sorotipo quando
comparada com a administracio de cada sorotipo isoladamente. Esse fendmeno ¢
conhecido como competi¢do antigénica e foi observado em varios experimentos onde
vacinas monovalentes demonstraram sua superioridade em prevenir e curar o FR,
quando comparadas com vacinas multivalentes. Thorley e Egerton (1981) utilizaram
vacinas contra 0 FR com posterior desafio por amostras homologas e correlacionaram
com uma razoavel resisténcia a infec¢do titulos de aglutininas acima de 3200 (GMT

11,64).

Egerton et al. (2002) realizaram um experimento em ovinos € caprinos
(aproximadamente 9500 animais), submetidos a um programa de erradicagdo do footrot
virulento (FRV), em uma regido do Nepal onde a enfermidade ¢ endémica, comparando
o uso de vacina autégena administrada duas vezes (grupo A), vacina comercial
multivalente seguida de vacina autdégena, uma dose de cada (grupo B), vacina comercial
multivalente administrada duas vezes (grupo C) e animais ndo vacinados (grupo D),
demonstraram a superioridade do uso da vacinacdo especifica (grupo A) na redugdo da
prevaléncia da infec¢ao e na manutencao de titulos de anticorpos protetores por mais

tempo que nos outros grupos (6 meses).
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O uso de vacina autdogena monovalente foi utilizada por Gurung et al. (2006) para tratar
e prevenir a reinfec¢do por amostra virulenta de D. nodosus em ovinos no Butao. Nesse
experimento a vacinacao foi utilizada em todo rebanho (605 ovinos) durante dois anos
consecutivos (1999-2000), e nenhum outro tratamento contra o FR foi utilizado a partir
desse instante. Nenhum dos 88 animais infectados do rebanho apresentou sinais de FR
30 dias apos a primeira dose de vacina, € o rebanho manteve-se livre da doenca durante

os quatro anos de duracdo desse programa de erradicagao.

Na Australia, Dhungyel et al. (2008) obtiveram sucesso na erradicacdo de FRV e footrot
intermediario (FRI) em dois rebanhos acometidos pela doenga, utilizando vacinas
autdgenas monovalentes, sorogrupo F e C respectivamente. No primeiro caso houve
uma reducdo no nimero de animais infectados de 44% (antes da vacinacdo) para 2% em
trés meses, 0,5% em 4 meses, sem casos clinicos aos 5 meses, e mantendo-se livres por
16 meses apds a vacinagdo. No segundo caso a prevaléncia era de 8,5% antes da
vacinacao, reduziu para 2% em 3 meses, 0,3% aos 6 meses, € sem casos clinicos aos 18

meses apos a vacinagao.

Tendo em vista os resultados obtidos com o uso de vacinas autégenas no controle do FR
em outros paises € nao havendo informagdes sobre a utilizagdo de vacinas autdogenas em
rebanhos brasileiros, foi montado o presente experimento. Os objetivos deste
experimento foram a utilizagdo e avaliagdo da eficacia de uma vacina autdogena no
controle do FR em um rebanho naturalmente infectado. E ainda, estimar o titulo de
anticorpos contra D. nodosus em ovinos vacinados, assim como, avaliar as reagoes

vacinais locais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na fazenda Liberdade, localizada no 4° distrito do
municipio de Santiago/RS. Foi utilizado um rebanho ovino cruza Texel, com 650
animais entre carneiros, ovelhas, borregas, cordeiros machos e fémeas, durante o ano de

2009.
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Localizagao e histdrico da propriedade

O municipio de Santiago localiza-se na regido centro-ocidental Rio-grandense, numa
altitude de 409 m acima do nivel do mar, latitude -29° 11’ 30” e longitude 54° 52 027,
possui clima sub-tropical imido. Na regido predominam os solos do tipo neossolo,
latossolo e argissolo. Os dados climatologicos dessa regido durante o ano de 2009 estao

demonstrados na Figura 1.

Temperatura média mensal e indice pluviométrico

Precipitagcao (mm)
Temp. (°C)

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Meses do ano

mmm Ind. Pluv. —e— Temp. ‘

Figura 1 — Temperatura média mensal e precipitagdo pluviométrica mensal durante o ano de 2009 na
Regido Central do Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2010).

A fazenda Liberdade ocupa uma 4rea de 715 ha, dividida em nove potreiros de
tamanhos varidveis. Na propriedade sdo criados bovinos e ovinos de corte e a produgdo

de soja ocupa uma area de 200 ha.

Os ovinos sdo criados extensivamente e alimentados com pastagem nativa e azevém
semeado nos potreiros apos a colheita da soja. O manejo sanitario dos animais consiste
em vacinagdes anuais contra clostridioses e aplicagdes de vermifugos em periodos

determinados pelo proprietario.

A partir de 2005 o rebanho ovino comegou a sofrer surtos de FR com graves prejuizos a
produtividade geral. No primeiro grande surto, em 2005, os animais foram tratados com

sulfato de cobre 5 a 10% no pediltivio, quimioterapia parenteral nos casos mais graves €
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descarte dos animais renitentes aos tratamentos. No ano de 2006 todo o rebanho recebeu
duas doses, com intervalo de 30 dias, da vacina Foot-vac® do Laboratorio Hipra, antes
da primavera, diminuindo muito o surgimento de casos novos na primavera e verao
seguintes. Em 2007 houve um surto grave no inverno e, em 2008, outro surto ocorreu

durante a primavera.

Colheita e processamento de amostras

No inicio do experimento foi colhido material necrético das partes mais ativas do
espaco interdigital de oito ovinos naturalmente infectados com lesdes de FR. Para tanto
utilizou-se palitos portugueses estéreis, que impregnados do material das lesdes foram
introduzidos em tubos contendo meio de transporte de Thorley estéril, sendo mantidos
sob refrigeragdo a 8 °C, e transportados em caixa de isopor com gelo para

processamento no laboratorio (THORLEY, 1976).

Posteriormente o material foi semeado em placas de Petry contendo meio de cultura
agar casco a 4%, e incubadas em anaerobiose a 37 °C por 96 horas. Até dez coldnias de
cada placa foram semeadas em placas de 4gar casco a 4%, usando 1/4 de cada placa para
cada cultura. As placas foram novamente incubadas anaerobicamente a 37 °C por 96
horas. As amostras purificadas foram semeadas em agar casco a 2 % e incubadas nas
mesmas condigdes acima referidas. As coldnias foram identificadas através de sua
morfologia caracteristica e pela coloragao de Gram, conforme Ribeiro (1981). As placas
com crescimento puro de D. nodosus foram lavadas com solugdo formalina tampao
fosfato-salino (FPBS), pH 7,4, e o conteido armazenado em frascos mantidos sob

refrigeragdo a 4 °C para posterior processamento.

Preparac¢do da vacina

Uma vacina monovalente com adjuvante oleoso contendo amostras de D. nodosus

colhidas na propriedade foi produzida. O antigeno anteriormente preparado foi

emulsificado em 6leo Montanide. A propor¢do da suspensdo de células no o6leo foi
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40:60. A preparagio conteve aproximadamente 5 x 10° D. nodosus células/ml da vacina

(GURUNG et al., 2006).

Preparagdo do antigeno para sorologia

As culturas puras de D. nodosus, cultivadas em placas de Petry com agar casco a 2%,
foram colhidas em 0,4-0,5 ml de FPBS e sua concentracao foi ajustada até conter
aproximadamente 5 x 10® células/ml, equivalente ao tubo 3,5 da escala de MacFarland

(BIER, 1990).

Vacinacao

O grupo experimental foi formado com 422 fémeas ovinas, divididas aleatoriamente em
dois grupos, grupo vacinado (V) e grupo controle (C), e identificados com brincos
numerados. O grupo vacinado (V) foi composto com 347 ovelhas e recebeu duas doses,
2 ml por dose, da vacina autdgena por via subcutanea, com 30 dias de intervalo. O
grupo vacinado foi dividido em dois subgrupos: grupo Va (n=150) — vacinado na regiao
axilar esquerda e grupo Vb (n=197) — vacinado na regido inguinal esquerda. Os animais

restantes (n=75) foram mantidos como controles sem vacinagao (grupo C).

Avaliacdo das lesdes podais

Todos os ovinos do grupo experimental tiveram seus cascos avaliados no inicio do
experimento (dia zero), 23 e 30 semanas apds. Nessas ocasides 0s ovinos tiveram suas
lesdes classificadas conforme o método desenvolvido por Egerton e Roberts (1971), que
estabelece uma escala de lesdes com escores que vao de zero a quatro, onde zero
corresponde a auséncia de FR e quatro a lesdo mais grave, envolvendo descolamento
das partes duras do casco. Foram considerados infectados ovinos que apresentaram, no

minimo, um dos cascos com escore dois.
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Colheita de sangue para sorologia

Foram realizadas colheitas de sangue diretamente da veia jugular, utilizando tubos
vacutainer® sem anti-coagulante (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, USA) de dez
ovinos do grupo controle e dez ovinos do grupo vacinado, em cinco ocasides durante o
experimento, para determinar os titulos de aglutininas K (antigeno de superficie) contra
o D. nodosus. Logo apds a colheita as amostras de sangue foram deixadas coagular a
temperatura ambiente, sendo os soros coletados, identificados e mantidos a — 20 °C até
serem processados. As amostras foram colhidas no inicio do experimento (dia zero), e

as quatro, sete, 23 e 30 semanas.

Teste de aglutina¢do em tubos

O teste de aglutininas K foi realizado usando a técnica descrita por Egerton (1973), que
consiste na adi¢cdo de 0,1 ml de soro ovino a 0,9 ml de solugdo fisiol6gica em um tubo
de ensaio, produzindo uma dilui¢do inicial 1/10. Dilui¢des com 0,5 ml de solugdo
fisiologica foram preparadas. A seguir, 0,5 ml de uma suspensdo de antigeno contendo
aproximadamente 5 x 10° células/ml foi adicionado a cada tubo. O teste foi incubado
por no minimo quatro horas a 37 °C. O titulo final foi a mais alta dilui¢dio em que foi
observada aglutinagdo flocular. Com esses dados foi calculado o titulo médio

geométrico (GMT) para os dois grupos em cada ocasido.

Avaliacao das lesOes vacinais

Os ovinos dos grupos Va e Vb foram avaliados em relagdo as reagdes vacinais locais 30
dias apos a vacinagdo. As reagdes foram classificadas quanto a gravidade em R, R,, R3
e R4. Sendo R, granuloma vacinal com até 2 cm de didmetro, R, de 2 a4 cm, R; de 4 a

6 cm e R4 acima de 6 cm.
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Analise estatistica

O Teste Exato de Fisher foi utilizado para comparar animais infectados e ndo infectados
dentro da mesma semana e o Teste Q de Cochram foi utilizado para comparar
diferencas entre as semanas. Os resultados sorologicos foram avaliados através da
analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas. O Teste Qui-quadrado foi
utilizado para comparar a ocorréncia de lesdes vacinais nos dois locais de vacinacdo e a
correlagdo entre a idade dos ovinos e as lesdes vacinais. O Teste de Mann-Whitney foi
utilizado para verificar a diferenca entre os locais de vacinacdo em relagdo a gravidade

das lesOes vacinais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a prevaléncia de animais infectados por FR no grupo de ovinos
vacinados (V) e controles (C) encontrados nos diferentes periodos de inspecdo, estdo

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Prevaléncia de animais infectados no grupo de ovinos vacinados (V) e controles (C)
encontrados nos diferentes periodos de inspecao.

Numero de ovinos / Semanas

Grupos zero 23 30
Examinados Infectados (%) Examinados Infectados (%) Examinados Infectados (%)
v 347 14 (4) 153 3(2) 104 0(0)
C 75 5(6,7) 38 2(5.,3) 27 13,7

Os dados mostraram que a prevaléncia do FR no grupo de ovinos vacinados (V) que
inicialmente era de 4%, sofreu uma reducao para 2% na semana 23, chegando a zero na
ultima inspec¢ao. No grupo controle (C) a prevaléncia de animais infectados foi de 6,7%
no inicio do experimento, teve uma redug@o para 5,3% na semana 23 e ao final estava
em 3,7%. Na compara¢do entre os dois grupos dentro da mesma semana, e entre

semanas diferentes, ndo houveram diferencas estatisticamente relevantes.
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Por razdes alheias ao experimento, durante o periodo experimental houve uma redugao
significativa no niumero de animais nos dois grupos (V e C), que conduziram a um
resultado inesperado no percentual de animais infectados no grupo controle. Na semana
zero haviam cinco ovinos infectados (no 52, 53, 54, 55 e 56) no grupo controle, que
foram eliminados e ndo foram avaliados nas semanas 23 e 30; na semana 23, um dos
dois ovinos infectados (n’ 72) também foi eliminado e tampouco foi avaliado na semana
30. Do inicio do trabalho até a semana 23 houve uma redugdo de 49% no numero de
animais do grupo controle, e de 64% em rela¢do a semana 30. Certamente os animais
infectados nas semanas zero ¢ 23, ¢ que ndo foram avaliados na semana 30, estariam
infectados na ltima avaliagdo, aumentando a taxa de infec¢dao nesse grupo, sem contar
os 42 ovinos que pertenciam ao grupo controle, ndo foram avaliados na semana 30, e
poderiam estar infectados. Com isso, no minimo, teriamos sete animais infectados na

ultima inspecao, elevando a taxa de infec¢@o no grupo controle para 9,3%.

Os dados encontrados na avaliagdo do grupo vacinado (V) se assemelham aos
observados por Gurung et al. (2006), que obtiveram remissao total das lesdes em um
rebanho de 605 ovinos, dos quais 88 estavam infectados por FR, utilizando uma vacina
autdégena administrada duas vezes com intervalo de 30 dias. Quatro anos apos essa
medida, sem qualquer outro tratamento contra o FR, o rebanho permanecia livre da
doenca. Na Australia, Dhungyel et al. (2008) obtiveram sucesso na erradicacdo de FR
utilizando vacinas autégenas monovalentes, com resultados semelhantes aos obtidos

neste experimento.

O resultado surpreendentemente baixo na taxa de infeccdo do grupo controle, mesmo
com condi¢des ambientais altamente favoraveis a disseminacdo da enfermidade, deveu-
se a eliminagdo seletiva realizada pelo proprietario, especialmente visando animais
cronicamente infectados pelo FR. Essas duas medidas, vacinagdo e eliminagao seletiva,
constituem a base dos programas de erradicacdo do FR (ABBOTT; LEWIS, 2005;
HOSIE, 2004). Durante o ano de 2009 nenhum outro tratamento contra o FR foi

utilizado na propriedade, além da vacina¢do com a vacina autdégena.

Em cinco ocasides foi colhido sangue para medir os titulos de aglutininas contra o D.
nodosus no soro dos ovinos. Os titulos médios e o titulo médio geométrico (GMT) de

aglutininas K estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Titulos médios e titulo médio geométrico (GMT) de aglutininas K contra o Dichelobacter
nodosus no soro de ovinos ndo vacinados (grupo C) e vacinados (grupo V).

Semana Grupo C Grupo V
Média GMT Média GMT
0 160 7,22° 176 7,42°
4% 176 7,42° 4992 11,82°
7 128 6,92° 12800 13,52°¢
23 144 7,12° 320 8,221
30 160 7,22° 232 7,72°

+bedyalores ndo seguidos da mesma letra diferem significativamente (p < 0,001).
* Revacinagao.

Os dados da Tabela 2 podem ser mais bem visualizados na Figura 2.

Titulo médio geométrico (GMT) das aglutininas K em ovinos
vacinados e ndo vacinados contra o footrot e titulo proposto
de anticorpos protetores

16
~ 11
(@]
o
=
l_
=
O 6
1
semana 0 semana 4 semana 7 semana 23 semana 30
Tempo
—e— Vacinados —s— N&o vacinados Titulos protetores

Figura 2 - Titulo médio geométrico (GMT) de aglutininas K contra o Dichelobacter nodosus no soro de
ovinos ndo vacinados (grupo C) e vacinados (grupo V) e titulo de anticorpos considerados
protetores (THORLEY; EGERTON, 1981).

Os resultados das provas sorologicas foram submetidos a andlise estatistica e
demonstraram uma diferencga significativa (p<0,001) entre os titulos de aglutininas K do
grupo ndo vacinado e vacinado na quarta, sétima e 23 semanas do experimento,
comprovando a eficacia da vacinagdo ¢ da revacinagao na protegdo contra o D. nodosus,

ao mesmo tempo, no grupo vacinado somente entre as semanas 0 e 30 ndo verificaram-
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se diferengas significativas. Estes resultados estdo de acordo com Egerton e Thorley
(1981) e Gurung et al. (2006), que encontraram titulos médios de anticorpos de 7825 e
3020 em animais vacinados com vacina oleosa as seis e quatro semanas,
respectivamente, apos a vacinagdo; e quatro semanas apds a revacina¢do encontraram

titulos médios de 16750 ¢ 12770.

Trinta dias apds a vacinagdo, foram avaliadas as reacdes vacinais em dois locais
diferentes de aplicacdo, regido axilar e regido inguinal. Os resultados estdo

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados das rea¢des vacinais na regido axilar (grupo Va) e inguinal (grupo Vb) dos ovinos
e o grau de severidade das reagdes vacinais em cada grupo.

Grupo N° ovinos Lesodes (%) Reagdes vacinais (%)
Sem Com R; R, R; R4
Va 120 68 (56,7) 52(43,3) 25(20,8) 17(14,1) 5(42) 5(4.,2)
Vb 176 138 (78,4)  38(21,6) 23 (13,1) 12(6,8) 2 (1,1) 1 (0,6)

*R, granuloma vacinal com até 2 cm de didmetro, R, de 2 a4 cm, R3; de 4 a 6 cm e R, acima de 6 cm.

Os resultados apresentados na Tabela 3 foram submetidos a andlise estatistica, e
demonstraram uma diferenca significativa (p<0,001) entre as reagdes vacinais
encontradas em cada local de administragdo, sendo a regido inguinal o local onde

ocorreu um numero muito menor de reagdes.

Em relacdo ao grau de severidade das reagdes vacinais locais, os resultados
demonstraram uma diferenca significativa (p<0,001) entre a administracdo na regido
axilar e inguinal. Dos ovinos que receberam a vacina na regido axilar, 8,4% tiveram
reagoes mais graves € 34,9% tiveram reacdes de menor gravidade. Dos ovinos que
receberam a vacina na regido inguinal, 1,7% tiveram reacdes mais graves e¢ 19,9%
tiveram reagdes de menor gravidade. A ocorréncia de miiases ndo chegou a ser um
problema nos dois grupos, pois somente trés animais foram infectados, dois no grupo da

regido axilar e um no grupo da regido inguinal.

Claxton (1981) avaliou as reagdes vacinais locais em 19 ovinos que receberam vacina
contra o FR com adjuvante oleoso por via SC na base da orelha esquerda, e observou

que as reagdes desenvolveram-se lentamente, atingindo o nivel méximo na 4* semana,
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com a regressdo ocorrendo rapidamente, entre seis a sete semanas apds a vacinagao.
Observou ruptura e saida de secrecdes em 78,9% dos animais, e perda da 1a em 84,2%
dos ovinos, com area média de 7,45 cm’. O aumento de volume observado foi medido

em cmz, a maior medida foi de 25,9 cm’ na 4* semana apos a vacinacao.

A principal queixa dos criadores de ovinos em relagdo ao uso de vacinas contra o FR
eram as reacdes vacinais no local de aplicacdo, os experimentos de Claxton (1981)
demonstraram essa preocupacdo, entretanto os resultados encontrados nesse
experimento diferem muito dos observados por Claxton, certamente a evolugdo dos
adjuvantes oleosos usados atualmente pela indlstria farmacéutica explica essa

diferenca.

Os resultados obtidos com a avaliacdo das reagdes vacinais e o grau de severidade
dessas reagdes observadas na regido axilar, relacionadas com a idade desses animais,
constatada através do exame dos dentes, estdo demonstrados na Tabela 4. Conforme
Silva (2005) a idade dos ovinos pode ser determinada através do exame dos incisivos,
animais com dentes de leite (DL) tem menos de um ano de idade, com as duas pingas
(2D) possuem em torno de 18 meses de idade, com as duas pingas e os dois primeiros
médios (4D) possuem em torno de dois anos de idade, com as duas pingas, os dois
primeiros médios e os dois segundos médios (6D) possuem em torno de trés anos de
idade, com as duas pingas, os primeiros e segundos médios e os dois cantos (8D)
possuem acima de 4 anos de idade, os animais com oito dentes sdo também chamados

de “boca cheia” (BC).

Tabela 4 — Reagdes vacinais na regido axilar (grupo Va) relacionada com a idade dos ovinos e o grau de
severidade das reagOes vacinais.

Idade N° ovinos Lesoes (%) Reacdes vacinais (%)
Sem Com Rye R,e R3¢ Ry

DL* 26 20 (76,9) 6(23,1) 2(7,7) 3(11,6) 1(3,8) -
2D* 12 6 (50) 6 (50) 4(33,4) 1(8,3) - 1(8,3)
4D* 10 7 (70) 3(30) 1 (10) 2 (20) - -
6D* 25 12 (48) 13 (52) 6 (24) 4 (16) - 3(12)
BC* 47 23(48,9) 24(51,1) 12(25,6) 7 (14,9) 4 (8,5) 1(2,1)
Total 120 68 (56,7)  52(43,3) 25(20,8) 17(14,1) 5(4,2) 54,2)

* Idade dos ovinos pelo exame dos dentes, DL significa dente de leite, 2D dois dentes, 4D quatro dentes, 6D seis
dentes e BC boca cheia.
*R, granuloma vacinal com até 2 cm de didmetro, R, de 2 a4 cm, R3; de 4 a 6 cm e R4 acima de 6 cm.
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Os resultados obtidos com a avaliacdo das reagdes vacinais € o grau de severidade
dessas reacdes observadas na regido inguinal, relacionadas com a idade dos ovinos,

constatada através do exame dos dentes, estio demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Reagdes vacinais na regido inguinal (grupo Vb) relacionada com a idade dos ovinos e o grau
de severidade das reagdes vacinais.

Idade N° ovinos Lesoes (%) Reagdes vacinais (%)
Sem Com Rye Rye Rje Rye

DL* 36 36 (100) - - - - -
2D 18 16 (88.,9) 2(11,1) - 2(11,1) - -
4D 11 10 (90,9) 1(9,1) 1(9,1) - - -
6D* 29 22 (75.,9) 7 (24,1) 5(17,2) 2(6,9) - -
BC* 82 54(659) 28(34,1) 17(20,7) 8(9,8) 2(2,4) 1(1,2)
Total 176 138 (78,4) 38(21,6) 23 (13,1) 12 (6,8) 2 (L1 1 (0,6)

* Idade dos ovinos pelo exame dos dentes, DL significa dente de leite, 2D dois dentes, 4D quatro dentes, 6D seis
dentes e BC boca cheia.
*R, granuloma vacinal com até 2 cm de diametro, R, de 2 a4 cm, Ry de 4 a 6 cm e R, acima de 6 cm.

Os resultados obtidos e apresentados nas Tabelas 4 e 5, foram submetidos a anélise
estatistica e demonstraram que hd uma associacdo estatisticamente relevante (p<0,001)
entre a idade dos ovinos e o percentual de animais com lesdes vacinais e também uma
correlagdo estatisticamente significante (p<0,001) entre a idade dos animais e a
severidade das lesdes vacinais, considerando os dois locais de vacinagdao. Ficou
demonstrada uma relagdo direta entre a idade dos ovinos e o percentual de reagdes

vacinais locais ¢ a severidade dessas reagoes.

CONCLUSAO

A andlise dos dados obtidos no presente trabalho, permitiu as seguintes conclusoes:
1. A vacina autdgena com adjuvante oleoso induziu resposta imune nos animais
vacinados, sugerindo uma acao eficaz no controle do FR nesta propriedade.
2. O titulo médio geométrico (GMT) de anticorpos aglutinantes presentes no soro
dos animais vacinados e revacinados demonstraram ser protetores contra o FR.
3. A andlise das reag¢des vacinais indicou a regido inguinal como o melhor local

para a aplica¢@o da vacina oleosa por via SC.
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4. Foi comprovada uma relacdo direta entre a idade dos animais e a ocorréncia e

severidade das reag¢des vacinais locais.
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RESUMO

Este trabalho avaliou a resposta imunologica provocada por uma vacina monovalente e
por uma vacina polivalente (7 sorogrupos) contra o footrot. Trinta fémeas ovinas, com
idades variadas, foram divididas aleatoriamente em 3 grupos de 10 animais: grupo
controle (C) que nao foi vacinado, grupo vacinado com vacina monovalente (Vm) e
grupo vacinado com vacina polivalente (Vp). Os ovinos vacinados receberam duas
doses com quatro semanas de intervalo, a dose foi de 2 ml por via subcutanea na regido
inguinal. Amostras de sangue foram colhidas da jugular dos animais para verificar
titulos de anticorpos aglutinantes contra o Dichelobacter nodosus no inicio do
experimento (dia zero) e em outras trés ocasides, semanas 4, 7 ¢ 12. Os resultados
mostraram diferencas altamente significativas (p<0,001) entre os titulos médios
geométricos (GMT) de anticorpos aglutinantes contra Dichelobacter nodosus no soro de
ovinos vacinados (Vm e Vp) e ndo vacinados (C) na quarta, sétima e 12* semanas do
experimento. Em relacdo aos titulos médios geométricos (GMT) entre os grupos Vm e
Vp houve diferencas estatisticamente significativas na quarta e sétima semanas. A
vacina monovalente induziu titulos de aglutininas superiores contra o Dichelobacter
nodosus em comparacdo com a vacina polivalente.

Palavras-chave: footrot, vacina monovalente, vacina polivalente.

ABSTRACT

This study evaluated the immune response elicited by a monovalent and a polyvalent
vaccine (7 serogroups) against footrot. Thirty ewes, of various ages were randomly
divided into 3 groups of 10 animals: control group (C) was not vaccinated, group
vaccinated with monovalent vaccine (Vm) and the group vaccinated with polyvalent
vaccine (Vp). The sheep were vaccinated with two doses four weeks apart, the dose was
2 ml subcutaneously in the inguinal region. Blood samples were collected from the
jugular vein of the animals to determine agglutination titers against Dichelobacter
nodosus in the beginning of the experiment (day zero) and in other three occasions,
weeks 4, 7 and 12. The results showed highly significant differences (p<0,001) between
the geometric mean titers (GMT) of antibodies against Dichelobacter nodosus in the
serum of sheep vaccinated (Vm e Vp) and unvaccinated (C) in the fourth, seventh and
12" weeks of the experiment. For the geometric mean titers (GMT) between the Vm
and Vp groups there was statistically significant differences in the fourth and the
seventh weeks. The monovalent vaccine induced titers of higher against Dichelobacter
nodosus compared with the polyvalent vaccine.

Key words: footrot, monovalent vaccine, polyvalent vaccine.
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INTRODUCAO

O footrot (FR) ¢ uma enfermidade contagiosa dos ovinos e caprinos transmitida pelo
Dichelobacter nodosus, uma bactéria Gram-negativa, ndo esporulada ¢ obrigatoriamente
anaerobica, que ndo sobrevive mais que sete dias fora do casco dos ruminantes
(EGERTON, 2007). Na sua forma virulenta causa grave claudicagdo, podendo afetar um
ou mais membros do animal, acarretando severo prejuizo ao seu estado produtivo geral

(EGERTON, 1997; RIBEIRO, 2007).

Alguns trabalhos relataram a presenga de niveis de anticorpos contra D. nodosus no
soro dos ovinos. Egerton e Merrit (1970) demonstraram a presenga de anticorpos com
poder bactericida em ovinos vacinados ¢ ndo vacinados. Mais tarde Egerton ¢ Roberts
(1971) descreveram niveis de anticorpos aglutinantes em ovinos vacinados € ndo
vacinados, que foram experimentalmente desafiados com amostras virulentas de D.
nodosus. Egerton e Merrit (1973) demonstraram a presenca de anticorpos aglutinantes
contra antigenos de superficie (K) e somaticos (O) através dos diferentes tipos de
aglutina¢ao que eles causam e demonstraram um aumento de 100 vezes no titulo de
aglutininas K e O apds vacinagao contra o FR utilizando vacinas com adjuvante oleoso

ou sulfato de aluminio e potéssio.

Estudos posteriores, conduzidos por Stewart (1973) e Walker et al. (1973) revelaram
que o D. nodosus possuia estruturas da parede celular identificadas como pili com
capacidade de gerar resposta imunogénica em coelhos e ovinos. Egerton (1973)
classificou 33 isolados de D. nodosus em trés diferentes sorogrupos: A, B e C, tendo
como base seus antigenos de superficie K. Stewart (1978) demonstrou que vacinas
contra o FR que utilizaram pili purificadas foram capazes de proteger ovinos desafiados
com amostras homologas, entretanto vacinas com outros extratos antigénicos, contendo
antigenos O e lipopolissacarideos da parede celular, ndo foram capazes de oferecer a

mesma protegao.

Thorley e Egerton (1981) compararam a eficacia de vacinas emulsificadas em 6leo, com
anterior ou ndo adsor¢do em sulfato de aluminio e potéssio, ¢ cada uma dessas vacinas

foi preparada com células piliadas e ndo-piliadas de D. nodosus. Os melhores resultados
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foram obtidos com vacinas que utilizaram amostras piliadas e foram primeiramente
adsorvidas em sulfato de aluminio e potdssio antes da emulsificacdo em Oleo. Nesse
experimento os autores correlacionaram com uma razoavel resisténcia a infec¢do por

cepas homologas titulo de aglutininas acima de 3200 (titulo médio geométrico = 11,64).

Os resultados encontrados por Raadsma et al. (1994) demonstraram a influéncia da
competicdo antigénica na reducdo dos titulos de aglutininas K quando vacinas
polivalentes confeccionadas com pili de D. nodosus sao utilizadas. Conforme O’Meara
(1993) as vacinas monovalentes recombinantes que utilizam pili sdo superiores na
indugdo de altos titulos de aglutininas K e na produg¢do de imunidade de mais longa
duracdo. Por outro lado, segundo o mesmo autor, as vacinas polivalentes, a cada
incorporacdo adicional de sorogrupo, acarreta uma reducdo nos titulos de anticorpos

aglutinantes e no poder de protecdo frente a agressdo experimental.

A eficiéncia de vacinas autégenas monovalentes como estratégia de controle do FR em
propriedades rurais foi demonstrada por Egerton et al. (2002) e Gurung et al. (2006),
onde o poder de protecdo e terapéutico da vacina esteve associado a altos titulos de

anticorpos aglutinantes.

O presente trabalho teve como objetivo comparar a resposta imunoldgica, medida pelos
titulos de anticorpos aglutinantes, produzida por uma vacina autdégena monovalente e

uma vacina comercial polivalente.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na fazenda da Saudade, localizada no municipio de
Glorinha, no Estado do Rio Grande do Sul, regido Sul do Brasil. Glorinha localiza-se na
latitude -29° 52’ 50” e longitude 50° 46’ 59”, numa altitude de 58 m acima do nivel do

mar, o solo predominante ¢ do tipo planossolo e argissolo.

Foi utilizado um rebanho ovino cruza Texel com 50 animais, entre setembro de 2009 e
janeiro de 2010. Os ovinos sdo criados extensivamente e alimentados com pastagem

nativa. O manejo sanitario dos animais consiste em vacinagdes anuais contra
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clostridioses e aplicacdes de vermifugos em periodos determinados pelo proprietario.
Foram escolhidas aleatoriamente 30 fémeas ovinas com idades variaveis, e identificadas
através de brincos numerados. A seguir foram formados trés grupos experimentais com
dez animais em cada grupo: grupo Vm — vacinado com vacina monovalente, grupo Vp —
vacinado com vacina polivalente e grupo C — grupo controle sem vacinagdo. Os ovinos
foram avaliados quanto a idade, através do exame dos dentes, ¢ lesdes de FR nos
cascos. Durante todo o experimento nenhum ovino apresentou lesdes de FR. Os grupos
Vm e Vp foram vacinados no dia zero e revacinados quatro semanas ap6s, com 2 ml por
via subcutanea (SC), na regido inguinal direita na vacinacdo e na regido inguinal

esquerda na revacinacao.

Vacinas utilizadas

Uma vacina monovalente e outra vacina polivalente (contendo sete sorogrupos) com
adjuvante oleoso (Montanide) contendo amostras de D. nodosus foram cedidas pelo
Laboratorio Hipra. A propor¢do da suspensdo de células no odleo foi 40:60. A
preparagio conteve aproximadamente 5 x 10° D. nodosus células/ml em cada vacina

(GURUNG et al., 2006).

Preparagdo do antigeno para sorologia

Culturas puras de D. nodosus que serviram para a producdo das vacinas foram
cultivadas em placas de Petry com agar casco a 2%, foram colhidas em 0,4-0,5 ml de
uma solucdo formalina tampao fosfato-salino (FPBS), pH 7, e sua concentragdo foi
ajustada até conter aproximadamente 5 x 10° células/ml, equivalente ao tubo 3,5 da
escala de MacFarland (BIER, 1990). O antigeno utilizado para avaliar os titulos de

anticorpos aglutinantes produzidos pela vacina polivalente foi do sorogrupo B.

Colheita de sangue para sorologia

Foram realizadas colheitas de sangue diretamente da veia jugular, utilizando tubos

vacutainer® sem anti-coagulante (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, USA) dos dez
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ovinos de cada um dos grupos, em quatro ocasides durante o experimento, para
determinar os titulos de aglutininas contra o D. nodosus. Logo apés a colheita as
amostras de sangue foram deixadas coagular a temperatura ambiente, sendo os soros
coletados, identificados e mantidos a — 20 °C até serem processados. As amostras foram

colhidas no inicio do experimento (dia zero), e as quatro, sete e 12 semanas.

Teste de aglutinagdo em tubos

O teste de aglutininas K foi realizado usando a técnica descrita por Egerton (1973), que
consiste na adi¢ao de 0,1 ml de soro ovino a 0,9 ml de solugdo fisiolégica em um tubo
de ensaio, produzindo uma dilui¢do inicial 1/10. Dilui¢des com 0,5 ml de solugdo
fisiologica foram preparadas. A seguir, 0,5 ml de uma suspensdo de antigeno contendo
aproximadamente 5 x 10® células/ml foi adicionada a cada tubo. O teste foi incubado
por no minimo quatro horas a 37 °C. O titulo final foi a mais alta dilui¢do em que foi
observada aglutinagdo flocular. Com esses dados foi calculado o titulo médio

geométrico (GMT) para os trés grupos em cada ocasido.

Analise estatistica

Os resultados soroldgicos encontrados foram avaliados através da andlise de varidncia

(ANOVA) para medidas repetidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em quatro ocasides foi colhido sangue para medir os titulos de aglutininas contra o D.

nodosus no soro dos ovinos. Os titulos médios e o GMT de aglutininas K estdo

demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Titulos médios e titulo médio geométrico (GMT) de aglutininas K contra o Dichelobacter
nodosus no soro de ovinos ndo vacinados (grupo C), vacinados com vacina monovalente
(grupo Vm) e vacinados com vacina polivalente (grupo Vp).

Semana Grupo C Grupo Vm Grupo Vp
Média GMT Média GMT Média GMT
0 152 7,02*! 168 7,22%! 168 7,22%"
4% 144 7,02%! 5248 11,922 1728 10,627
7 160 722! 13824 13,422 4736 11,923
12 208 7,52%! 5120 11,822 2752 10,922

“b¢ yalores em cada coluna nio seguidos da mesma letra diferem significativamente (p<0,001).
23 Valores em cada linha ndo seguidos do mesmo numero diferem significativamente (p<0,001).
* Revacinagao.

Os dados da Tabela 1 podem ser mais bem visualizados na Figura 1.

Titulo médio geométrico (GMT) de aglutininas K contra o
Dichelobacter nodosus no soro de ovinos
16 -
,!/-\z
N 11 /
o
o
2
S C > . —*
0 61
1
Sem. O Sem. 4 Sem. 7 Sem. 12
Tempo
—e— Grupo controle —=— Grupo vacina monovalente
Grupo vacina polivalente Titulos protetores

Figura 1 — Titulo médio geométrico (GMT) de aglutininas K contra o Dichelobacter nodosus no soro de
ovinos ndo vacinados (grupo C), vacinados com vacina monovalente (grupo Vm), vacinados
com vacina polivalente (grupo Vp) e titulos considerados protetores (THORLEY; EGERTON,
1981).

Os resultados das provas sorologicas foram submetidos a andlise estatistica e
demonstraram uma diferenca significativa (p<0,001) entre os titulos do grupo ndo
vacinado (C) e vacinado (Vm e Vp) na quarta, sétima e 12* semanas do experimento, ao

mesmo tempo verificaram-se diferencgas significativas (p<0,001) entre o grupo Vm e Vp
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na quarta e sétima semanas. As diferengas observadas entre o grupo C e os grupos Vm e
Vp demonstraram a eficacia das duas vacinas em produzir resposta imune nos ovinos
vacinados. As diferengas observadas entre os titulos médios geométricos (GMT) dos
grupos Vm e Vp, na quarta e sétima semanas, sdo provavelmente resultado da
competicdo antigénica que ocorreu entre 0s sete sorogrupos que compde a vacina
polivalente, conforme anteriormente sugerido por O’Meara (1993) e Raadsma et al.

(1994),

Na quarta semana, a média dos titulos de aglutininas no grupo Vm foi de 5248 e no
grupo Vp de 1728, resultados semelhantes foram encontrados por Schwartzkoff et al.
(1993), que estudando os efeitos da competicao antigénica sobre a eficicia das vacinas
multivalentes contra o FR, encontraram médias de 19020 e 2070, respectivamente, ao
comparar duas vacinas, a primeira, monovalente de pili purificada, emulsificada em
adjuvante incompleto de Freund, a segunda, polivalente de células inteiras e piliadas,
contendo oito sorogrupos, adsorvida em hidroxido de aluminio e posteriormente
emulsificada em o6leo, avaliando o sorogrupo A. Em estudo anterior, Ribeiro (1981)
encontrou resultados semelhantes, quando comparou trés vacinas monovalentes
(sorogrupos A, C e D) com uma vacina polivalente, contendo os mesmos trés
sorogrupos em sua formulacdo, na producdo de anticorpos aglutinantes contra D.
nodosus. As vacinas foram adsorvidas em sulfato de aluminio e potassio com posterior
emulsificagdo em 6leo. A média dos titulos das vacinas monovalentes, quatro semanas
apods a vacinacao, foi 5096, 485, 8914, para os sorogrupos A, C e D, respectivamente, e
a média dos titulos da vacina polivalente foi 422, 844 e 1114 para os mesmos
sorogrupos. Somente a média dos titulos do sorogrupo C foi maior na vacina
polivalente. Resultados parecidos foram encontrados por Egerton et al. (2002), que
comparou a produgdo de anticorpos aglutinantes contra D. nodosus entre uma vacina
autdgena monovalente (sorogrupo E) e uma vacina comercial contendo 10 sorogrupos, €
verificou um aumento de duas vezes nos titulos da vacina monovalente quando
comparada a vacina polivalente, a0 mesmo tempo verificou que os titulos considerados

protetores produzidos pela vacina monovalente persistiram por seis meses.

Segundo Ribeiro (1981) o poder terapéutico e protetor das vacinas contra o FR esta
relacionado a identidade entre a amostra presente na vacina ¢ a amostra de D. nodosus

presente no surto. Os titulos de anticorpos capazes de acelerar a cura de lesdes de FR



68

ndo foram ainda claramente determinados. Como o poder protetor da vacina estd
relacionado a altos titulos de anticorpos aglutinantes no soro de ovinos vacinados, pode-
se presumir que o poder terapéutico esteja também associado a altos titulos. Essa
hipotese ¢ reforgada pelos excelentes resultados obtidos no controle e até mesmo na
erradicacdo do FR, quando vacinas monovalentes ou no maximo bivalentes foram

utilizadas (EGERTON et al., 2002; GURUNG et al., 2006).

Novos experimentos devem ser conduzidos para que o titulo terapéutico das vacinas

contra o FR possa ser estimado.

CONCLUSAO

A analise dos dados obtidos no presente trabalho, permitiu as seguintes conclusoes:

1. As vacinas monovalente e polivalente com adjuvante oleoso induziram resposta
imune nos animais vacinados.

2. O titulo médio geométrico (GMT) de anticorpos aglutinantes presentes no soro
dos animais vacinados e revacinados, produzidos pela vacina monovalente,
demonstraram ser protetores contra o FR na quarta, sétima e 12* semanas.

3. O titulo médio geométrico (GMT) de anticorpos aglutinantes presentes no soro
dos animais vacinados e revacinados, produzidos pela vacina polivalente,
avaliada em rela¢do ao sorogrupo B, demonstraram ser protetores contra o FR na

sétima semana.

AGRADECIMENTOS

Nossos agradecimentos ao Laboratério Hipra pela doagdo das vacinas e dos antigenos
utilizados neste experimento. Aos profissionais do Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor, Médicos Veterindrios Augusto César da Cunha e Sandra Maria
Borowski, e aos laboratoristas Erenice Oliveira da Silva e Fabio Gomes pelo auxilio nos
testes sorologicos. Aos alunos do Projeto de Extensdo Universitaria Bovinos de Leite

(2009/2) do Curso de Medicina Veterinaria da ULBRA/RS e campeiros da Fazenda da



69

Saudade pelo auxilio nos trabalhos de campo, sem os quais este trabalho nao teria sido

possivel.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BIER, O. Técnicas Bacteriologicas. In: Microbiologia e Imunologia. 30* ed., Sao
Paulo: Melhoramentos, 1990. 931 p.

EGERTON, J. R; MERRIT, G. C. The occurrence of bactericidal antibodies against
Fusiformes nodosus in sheep serum. Journal of Comparative Pathology, v. 80, p. 369-
376, 1970.

EGERTON, J.R; ROBERTS, D.S. Vaccination against ovine foot-rot. Journal of
Comparative Pathology, v. 81, p. 179-185, 1971.

EGERTON, J. R. Surface and somatic antigen of Fusiformis nodosus. Journal of
Comparative Pathology, v. 83, p. 151-159, 1973.

EGERTON, J. R; MERRIT, G. C. Serology of foot-rot: antibodies against Fusiformes
nodosus in normal, affected, vaccinated and passively immunised sheep. Australian
Veterinary Journal, v. 49, p. 139-145, 1973.

EGERTON, J. R. Foot rot In: Manual Merck de Veterinaria: um manual de
diagnéstico, tratamento, prevencao e controle de doengas para o veterinario. 7* ed. Sao
Paulo: Roca, 1997. 2169 p.

EGERTON, J.R; GHIMIRE, S.C; DHUNGYEL, O.P; SHRESTHA, H.K; JOSHI, H.D;
JOSHI, B.R; ABBOTT, K.A; KRISTO, C. Eradication of virulent Footrot from sheep
and goats in an endemic area of Nepal and an evaluation of specific vaccination. The
Veterinary Record, v. 151, p. 290-295, 2002.

EGERTON, J.R. Diseases of the feet. In: AITKEN, 1.D. Diseases of Sheep. 4 * ed.
Edinburgh: Blackwell, 2007. 610 p.

GURUNG, R.B; DHUNGYEL, O.P; TSHERING, P; EGERTON, J.R. The use an
autogenous Dichelobacter nodosus vaccine to eliminate clinical signs of virulente
footrot in a sheep flock in Bhutan. The Veterinary Journal, v. 172, p. 356-363, 2006.

O’MEARA, T. J; EGERTON, J. R; RAADSMA, H. W. Recombinant vaccines against
ovine footrot. Immunology and Cell Biology, v. 71, p. 473-488, 1993.

RAADSMA, H. W; O'MEARA, T. J; EGERTON, J. R; LEHRBACH, P. R;
SCHWARTZKOFF, C. L. Protective antibody titres and antigenic competition in
multivalent Dichelobacter nodosus fimbrial vaccines using characterized rDNA
antigens. Veterinary Immunology and immunopathology, v. 40, p. 253-274, 1994.



70

RIBEIRO, L.A.O. The epidemiology of ovine Foot-rot. Sydney: The University of
Sydney, 1981. Thesis of Master of Veterinary Science, Faculty of Veterinary Science,
The University of Sydney, 1981.

RIBEIRO, L.A.O. Footrot dos Ovinos. In: RIET-CORREA, F; SCHILD, A. L;
MENDEZ, M. C; LEMOS, R. A. A. Doencas de Ruminantes e Equideos. 3* ed. Santa
Maria: Pallotti, 2007. 998 p.

SCHWARTZKOFF, C. L; EGERTON, J. R; STEWART, D. J; LEHRBACH, P. R;
ELLEMAN, T. C; HOYNE, P. A. The effects of antigenic competition on the efficacy
of multivalent footrot vaccines. Australian Veterinary Journal, v. 70, p. 123-126,
1993.

STEWART, D.J. An electron microscopic study of Fusiformis nodosus. Research in
Veterinary Science, v. 13, p. 132, 1973.

STEWART, D.J. The role of various antigenic fractions of Bacteroides nodosus in
eliciting protection against foot-rot in vaccinated sheep. Research in Veterinary
Science, v. 24, p. 14-19, 1978.

THORLEY, C. M; EGERTON, J. R. Comparison of alum-absorbed or non-alum-
absorbed oil emulsion vaccines containing either pilate or non-pilate Bacteroides
nodosus cells in inducing and maintaining resistance of sheep to experimental foot rot.
Research in Veterinary Science, v. 30, p. 32-37, 1981.

WALKER, P. D; SHORT, J; THOMSON, R. O; ROBERTS, D. S. The fine structure of
Fusiformis nodosus with special reference to the location of antigen associated with
immunogenicity. Journal of General Microbiology, v. 77, p. 351-361, 1973.



71

5 CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo de Mestrado envolveu uma abrangente revisdo de literatura sobre
uma das enfermidades mais importantes na producdo de pequenos ruminantes, o footrot.
Uma doenca infecciosa que acomete ovinos e caprinos mundialmente e causa elevados
prejuizos aos criadores dessas espécies. Foram abordados aspectos sobre sua etiologia,
patogenia, patologia, fatores de viruléncia do agente, epidemiologia, sinais clinicos,
diagnostico, tratamento, controle e medidas para sua erradicagdo com a intengdo de
rever, aprofundar e propor novas alternativas que possam diminuir o impacto
econdmico dessa doenca infecciosa, sem, entretanto, esgotar o tema.

O trabalho experimental que foi desenvolvido sobre esse tema concentrou-se em
verificar a eficacia de uma alternativa viavel para o controle dessa enfermidade. Dentro
dessa premissa foi proposto produzir e administrar uma vacina autdogena, avaliar sua
eficécia, avaliar a resposta imune dos animais e as reagdes vacinais locais em dois sitios
distintos. Para tanto, foi escolhida uma propriedade com um histoérico de grandes
dificuldades para controlar o FR, e que permitisse desenvolver o experimento sem
grandes interferéncias, fato esse que mais tarde revelou-se um problema, pois houve
uma grande eliminacdo seletiva conduzida pelo proprietario nos dois grupos que
constituiam o experimento. Essa decisdo do proprietario dificultou a analise estatistica
dos resultados encontrados, pois o grupo controle que era constituido por 75 animais
chegou ao final dos oito meses de duragdao do experimento com somente 27 animais, ou
seja, uma redugdo de 64% no numero de animais.

Esses fatos impediram que a andlise estatistica mostrasse diferenca entre o numero
de animais infectados nos dois grupos experimentais (vacinado e controle), entretanto
ndo podemos deixar de registrar que o grupo vacinado chegou ao final do experimento
sem nenhum animal infectado, e atravessou todo o periodo critico de transmissdo do FR
sem receber nenhum tratamento contra a doenca. Em relagdo as lesdes vacinais locais
causadas pela vacina, que ¢ uma queixa antiga dos criadores quando do uso de vacinas
contra o FR, foi constatada uma diferenca estatisticamente significativa na ocorréncia
das lesdes e na gravidade dessas lesdes, entre os dois locais escolhidos para sua
administracao. Os testes soroldgicos foram conduzidos em duas propriedades distintas,
e revelaram que a diferenga no nivel de anticorpos aglutinantes contra D. nodosus foi
estatisticamente significativa entre os grupos de animais vacinados e ndo vacinados,

demonstrando a eficicia das vacinas (monovalente e polivalente) em induzir resposta
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imune nos animais. No experimento conduzido em Glorinha/RS, ficou demonstrada a
superioridade de uma vacina monovalente frente a uma vacina polivalente (7
sorogrupos) na producdo de titulos de anticorpos aglutinantes contra D. nodosus. Os
titulos produzidos pela vacina monovalente apresentaram valores superiores e
mantiveram-se por mais tempo em niveis protetores contra a doenga.

Os experimentos realizados com rebanhos comerciais, diferentemente dos
experimentos conduzidos nas estacdes experimentais de pesquisa, oferecem a vantagem
de utilizar um grande nimero de animais em condi¢gdes naturais de desafio, mas, por
outro lado, podem reservar algumas surpresas desagradaveis, criando novas variaveis
que podem afetar direta ou indiretamente o experimento. Esses fatos, entretanto, nao
devem inibir e a utilizacdo de rebanhos comerciais em projetos de pesquisa, pois a
experiéncia de conduzir trabalhos cientificos nessas condi¢des ¢ fundamental para o

desenvolvimento dos futuros pesquisadores.
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