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RESUMO 

 
A Dermatite Digital (DD) é uma das principais doenças do sistema locomotor de bovinos que 

leva os animais a claudicação e apesar de bactérias do gênero Treponema serem 

consistentemente identificados em tecidos lesionados pela DD, a etiologia definitiva 

dessa doença polimicrobiana ainda não foi totalmente compreendida. Para tentar elucidar a 

etiologia dessa doença e suas possíveis rotas de transmissão dentro de uma propriedade 

leiteira, foram realizadas 37 biópsias de animais acometidos pela DD e foram coletadas 13 

amostras de fluido ruminal e 13 amostras de fezes de vacas portadoras dessa lesão. 

Amostras ambientais de áreas específicas da propriedade também foram coletadas, como o 

material acumulado ao redor do bebedouro, pista de alimentação, sala de espera da ordenha, 

lava-pés e pedilúvio e para comparar o microbioma encontrado nas lesões com a pele sadia, 

foram realizadas três biópsias de pele íntegra localizadas adjacentes a lesão. Para análise dos 

microbiomas da DD e pele íntegra foram utilizadas as técnicas moleculares de Hibridização 

Fluorescente in Situ (FISH) e sequenciamento de nova geração e as amostras de fluido 

ruminal, fezes e ambiente foram analisadas pelo método de sequenciamento de nova 

geração. Foi encontrado pela técnica de FISH a presença bacteriana em 96,55% das lesões e as 

bactérias do gênero Treponema foram as mais frequentes, estando presentes em 93,55%. Já 

Dichelobacter nodosus estava presente em 58,06%; Fusobacterium necrophorum em 35,49% e 

Porphyromonas levii em 33,43%. As bactérias do gênero Treponema foram as que tiveram maior 

densidade nas amostras analisadas, seguidas por Dichelobacter nodosus; Fusobacterium 

necrophorum e Porphyromonas levii. Foram identificados sete filotipos diferentes nas amostras 

de DD: T. pedis, T. refringes, T. phagedenis, T. medium e alguns filotipos que não foram 

previamente cultivados e foram classificados nesse estudo como: PT18, PT13 e PT3, sendo T. 

phagedenis e T. pedis as espécies encontradas em maiores densidades nas lesões. Pela técnica de 

sequenciamento de nova geração os Treponemas estavam presentes em 68,6% das lesões, 

Porphyromonas em 91,4%, Mycoplasma em 85,7%, Helcococccus em 74,4%, Corynebacterium 

em 60%, Fusobacterium em 45,7%, Dichelobacter em 40%, e Alloiococcus em 17,1% e também 

foi encontrado filotipos que ainda não foram previamente identificados pela literatura. Nas 

amostras de fluido ruminal, fezes e ambiente foram encontrados Treponemas, mas em baixas 

proporções e dentre os Treponemas encontrados nesses locais os mais prevalentes ainda são 

desconhecidos pela literatura. Os dados encontrados nesse estudo apoiam o conceito de que a 

etiologia da DD é principalmente “multitreponemal” e polimicrobiana, onde vários agentes, 

podem agir sinergicamente com os Treponemas para causar a lesão de DD. As bactérias do gênero 

Treponema foram também encontradas no rúmen, fezes e amostras ambientais da propriedade, 

principalmente Treponemas que ainda não foram classificados pela literatura. Sugerindo que a 

microbiota do trato gastrointestinal e o ambiente da fazenda podem atuar como reservatórios de 

bactérias envolvidas na patogênese da DD. É necessária uma maior investigação sobre o real 

potencial da função do trato gastrointestinal como um reservatório para agentes patogênicos que 

levam ao desenvolvimento da lesão. 

 

 

Palavras-Chave: Dermatite Digital, etiologia, microbioma. 
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ABSTRACT 
 
Digital Dermatitis (DD) is one of the major diseases of the bovine locomotor system that leads 

animals to claudication and although bacteria of the genus Treponema are consistently identified 

in DD-damaged tissues, the definitive etiology of this polymicrobial disease has not yet been fully 

understood. In order to elucidate the etiology of this disease and its possible transmission routes 

within a dairy farm, 37 biopsies of animals affected by DD were performed and 13 samples of 

rumen fluid and 13 samples of cows' feces were collected. Specific areas of the property were 

also collected, such as the material accumulated around the drinking fountain, feeding lane, 

milking waiting room, footwash and footbath and to compare the microbiome found in lesions 

with healthy skin, three biopsies of Skin lesions adjacent to the lesion. For the analysis of the 

microbiomas of DD and whole skin, the in situ Fluorescent Hybridization (FISH) molecular 

techniques and new generation sequencing were used, and the ruminal fluid, feces and 

environment samples were analyzed by the new generation sequencing method. The bacterial 

presence was found in the FISH technique in 96.55% of the lesions and the bacteria of the genus 

Treponema were the most prevalent, being present in 93.55%. Dichelobacter nodosus was present 

in 58.06%; Fusobacterium necrophorum in 35.49% and Porphyromonas levii in 33.43%. The 

bacteria of the genus Treponema were the ones that had higher density in the analyzed samples, 

followed by Dichelobacter nodosus; Fusobacterium necrophorum and Porphyromonas levii. 

There were seven different phylotypes in DD samples: T. pedis, T. refringes, T. phagedenis, T. 

medium and some phylo- types that were not previously cultivated and were classified in this 

study as: PT18, PT13 and PT3, being T. phagedenis and T. pedis species found in higher densities 

in the lesions. By the new generation sequencing technique Treponemes were present in 68.6% 

of the lesions, Porphyromonas in 91.4%, Mycoplasma in 85.7%, Helicococcus in 74.4%, 

Corynebacterium in 60%, Fusobacterium in 45.7% %, Dichelobacter in 40%, and Alloiococcus 

in 17.1%, and phylotypes were also found that were not previously identified in the literature. In 

the samples of ruminal fluid, feces and environment Treponemas were found, but in low 

proportions and of the Treponemas found in these places the most prevalent ones are still 

unknown in the literature. The data found in this study support the concept that the etiology of 

DD is mainly "multitreponemal" and polymicrobial, where several agents may act synergistically 

with treponemas to cause DD injury. Bacteria of the genus Treponema were also found in the 

rumen, feces and environmental samples of the property, mainly Treponemas that have not yet 

been classified in the literature. We suggest that the microbiota of the gastrointestinal tract and 

the environment of the farm can act as reservoirs of bacteria involved in the pathogenesis of DD. 

Further research is needed on the actual potential of gastrointestinal tract function as a reservoir 

for pathogens that lead to the development of the lesion. 

 

 

Key words: Digital dermatitis, etiology, microbioma. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Nas últimas décadas os problemas relacionados às patologias dos pés dos bovinos adquiriram 

uma importância crescente na bovinocultura, sendo em muitos casos, um dos principais entraves 

econômicos ao seu desenvolvimento (Ferreira, 2003). Os problemas do sistema locomotor, de 

glândula mamária e reprodutivos são os mais prevalentes dentro dos sistemas de produção, 

resultando nas maiores perdas econômicas dentro da pecuária leiteira (Whay et al, 2003). Tais 

perdas relacionam-se a queda na produção de leite, aumento do descarte involuntário, perda de 

peso, diminuição da fertilidade e diminuição da longevidade dos animais no rebanho (Green, 

2002). Além disso, o comportamento das vacas mancas também é afetado, uma vez que vacas 

claudicantes permanecem por mais tempo deitadas, comem menos e não conseguem competir por 

alimento no cocho (Hassal et al, 1992). 

  

Em relação as perdas econômicas, Souza (2005) encontrou um custo total de US$5.269,00 em um 

rebanho de 100 vacas em lactação decorrente das afeções locomotoras, sendo o custo por 

tratamento de US$95,08 por animal. A redução média da produção foi de 9,3Kg de 

leite/animal/dia, além das perdas com produção observou-se um aumento no período de serviço 

de 65 dias e uma incidência de 31% a mais nos casos de mastite. Esses resultados são semelhantes 

aos observados por Ferreira (2003) que encontrou um custo de US$ 5.005,23 para um rebanho de 

117 vacas em lactação, sendo US$ 44,68 representando o custo por animal tratado. Bruijnis et al 

(2010) ao avaliarem 65 vacas claudicantes encontraram um custo total de US$ 4.899 por ano, 

sendo US$ 75 por vaca tratada com casos clínicos de manqueira. Apesar dos avanços no 

conhecimento das práticas de controle e tratamento das doenças podais, a sua frequência não 

diminuiu ao longo dos anos, pelo contrário, aparentemente vem aumentando e hoje atinge 

prevalências preocupantes (Leach et al, 2010; Casagrande, 2013) 

 

As explorações leiteiras no Brasil são predominantemente dos sistemas semi-intensivo, com 

rendimento médio de leite de até 20 litros por vaca dia. Neste tipo de sistema, mesmo os animais 

passando a maior parte do dia em piquetes, a claudicação pode atingir prevalências elevadas 

(Molina et al, 1999; Souza, 2002;). Devido ao aumento de produção e especialização em raças 

leiteiras, fazendas com sistemas a pasto, muitas vezes, acabam mudando para sistemas 

confinados, nos quais é possível atingir maiores produções individuais. Porém, em rebanhos 

confinados, a incidência de claudicação é ainda superior aos sistemas a pasto e pode até mesmo 

tornar a atividade inviável (Ferreira, 2003; Barker et al, 2010). Vários fatores estão envolvidos na 

etiologia das enfermidades podais dos bovinos, como a predisposição genética, especialmente 

aprumos e ângulos dos dígitos, meio ambiente, higiene, umidade, conforto das instalações, 

composição da dieta e manejo nutricional, nível de produção dos animais e fase da lactação, 

estado do piso dos currais e da sala de ordenha, trilhas por onde os animais passam, pastagens, 

concentração de animais por área, exercícios excessivos, doenças concomitantes, estação do ano, 

manejo geral e agentes infecciosos (Dirksen e Stöber, 1981; Corbellini, 1994). 

 

A dermatite digital (DD) é uma das principais doenças do sistema locomotor de bovinos que leva 

os animais a claudicação e apesar de mais de 35 anos de pesquisa sobre essa doença muitas 

dúvidas ainda permanecem a respeito da sua etiologia, transmissão e prevenção (Krull et al, 2014). 

Dada a importância e alta prevalência dessa patologia na bovinocultura de leite, uma melhor 

compreensão de quais bactérias são realmente responsáveis por iniciar e avançar o 

desenvolvimento da lesão precisa ser esclarecida. Precisa também ser compreendido como esses 

agentes conseguem ser tão bem-sucedidos e infectar vários animais em diferentes tipos de 

exploração leiteira, com diferentes formas de manejo e ambiência (Evans et al, 2012; Klitgaard 
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et al, 2013; Nielsen et al, 2016). Como a maioria das bactérias relacionadas à lesão de DD são 

extremamente difíceis de fazer cultura, as técnicas moleculares como a Hibridização Fluorescente 

in Situ (FISH) e o sequenciamento de nova geração são essenciais para elucidar a etiologia dessa 

doença (Evans et al, 2008; Wilson-Welder et al, 2015). 

 

2. OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Identificar a etiologia, rotas de transmissão e reservatórios dos principais patógenos relacionados 

à DD. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Identificar as bactérias presentes nas lesões de DD.  

• Identificar os principais locais do ambiente que servem como reservatórios de Treponema 

e que atuem como possíveis focos de infecção para a DD. 

• Identificar se o fluido ruminal e as fezes dos bovinos atuam como reservatórios para 

bactérias associadas a DD. 

• Relacionar as bactérias encontradas nas lesões com as bactérias identificadas no 

ambiente, fluido ruminal e fezes. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 DERMATITE DIGITAL 

 

A Dermatite digital (DD) é descrita por vários autores como a principal causa de claudicação em 

bovinos leiteiros em todo o mundo (Rasmussen et al, 2012; Santos et al, 2012; Nielsen et al, 

2016). Foi primeiramente descrita na cidade de Povalley, região norte da Itália em 1974 por Cheli 

e Mortellaro em vacas Friesian (Cheli e Mortellaro, 1974). Já nos Estados Unidos (EUA) foi 

relatada pela primeira vez por Rebhum (1980) em Nova York e rapidamente se espalhou para 

vários estados da América (Read e Walker, 1998). No Reino Unido a primeira descrição foi 

realizada por Blowey e Sharp (1988) e no Brasil apesar de ser conhecida desde o início da década 

90, ocorreram poucas tentativas de se descrever os possíveis agentes patogênicos envolvidos na 

lesão (Borges et al, 1992; Nascimento et al, 2015). Dessa forma a DD se tornou um problema 

crescente em vários países do mundo, tornando-se a principal patologia dos pés dos bovinos 

(Klitgaard et al, 2014). É também conhecida como doença de Mortellaro, verruga do talão, 

papilomatose interdigital, calcanhar em amora e caracteriza-se por uma inflamação superficial 

contagiosa da epiderme próxima à margem coronariana no espaço interdigital, entre os talões 

palmar/plantar ou dorsal, podendo ser extremamente dolorosa. A sua fase de cura é caracterizada 

por uma crosta seca, indolor e firmemente aderida à pele saudável subjacente. A severidade das 

lesões pode levar o animal a claudicar por semanas e pisar nas pinças dos cascos (Fajt e Apley, 

2001; Reffai et al, 2013; Palmer e O’Connell, 2015). 

 

Segundo Souza (2005), as lesões provocadas pela DD podem ser classificadas 

macroscopicamente em três formas: hiperplásica (grau 1), ulcerativa e proliferativa (grau 2) ou 

papilomatosa (grau 3). Outras formas de classificação também são descritas na literatura, Dopfer 

et al. (1997)  classifica a DD de M1 a M4.1, sendo M1 uma lesão ulcerativa em estágio inicial (0-
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2 cm de diâmetro) que não é doloroso à palpação; M2 é a fase ulcerativa clássica com um diâmetro 

maior que 2 cm muitas vezes doloroso à palpação; M3 é a fase de cura com uma lesão coberta 

por uma crosta; M4 é a fase crônica caracterizada por hiperqueratose ou proliferação de superfície 

que geralmente não é dolorosa e M4.1 descreve uma lesão crónica com uma pequena área de 

ulceração. Refaai et al. (2015) encontraram aumentos significativos da espessura da epiderme nas 

fases M2, M3 e M4 e as fases M3 e M4 também foram caracterizadas por um grande aumento de 

queratina.  

 

Souza (2005) realizou exames histopatológicos de 60 vacas com DD em diferentes graus, nas 

lesões hiperplásicas os achados predominantes foram uma intensa hiperqueratose e vacuolização 

centrocelular na epiderme. Nas formas ulcerativas verificou-se descontinuidade e erosão do 

estrato córneo com áreas de degenerações vacuolares e necrose, além de hemorragias com células 

inflamatórias, predominantemente neutrofílicas. Nos casos classificados como proliferativa, 

visualizou-se epiderme espessada, com formações papilares bastante pronunciadas, passando pelo 

estrato espinhoso, até o estrato córneo com permeio de células inflamatórias. Nas lesões de grau 

três, foi descrito na zona papilar a presença de infiltrado inflamatório e edema perivascular. Castro 

et al. (2008) realizaram um estudo em dez propriedades no Estado de Goiás, todas de exploração 

leiteira e utilizaram 40 fêmeas bovinas que foram divididas em quatro grupos, sendo dez animais 

em cada grupo. O grupo I era composto de animais clinicamente saudáveis, denominado grupo-

controle e os grupos II, III e IV eram compostos de animais que apresentavam lesões de DD na 

fase inicial, erosiva e proliferativa, respectivamente. No grupo II, na avaliação histopatológica foi 

observado espessamento do estrato córneo, necrose tecidual, hiperplasia, acantose, espondilose e 

hiperqueratose. No grupo III, observou-se a presença de hiperemia, úlcera, tecido de granulação, 

hemorragia e, microscopicamente espessamento da camada córnea, paraqueratose e necrose 

multifocal. No grupo IV, lesões com aspecto verrucoso, presença de pelos, projeções papilares e 

ao exame histopatológico, destruição da camada córnea e da epiderme com necrose tecidual em 

todas as amostras do grupo. 

 

Quanto ao curso e duração da doença, Rebhun et al. (1980) observaram um curso médio de 14 a 

21 dias entre as mudanças de fase da DD em seus estudos. Já Krull et al. (2014) encontraram uma 

média de 135 dias para a DD mudar de fase, com lesões permanecendo no mesmo estágio por até 

dois anos ou mais. Somers et al. (2005) mostraram que as lesões ulcerativas (fase M2) podem 

persistir por longos períodos no animal, podendo chegar até meses, naqueles animais que não 

foram submetidos ao tratamento. Souza (2005) observou que lesões de grau 1 demoraram em 

média 28 dias até assumirem a forma 2, que por sua vez demandaram em média 45 dias para 

atingir o grau 3. Essas lesões em diferentes estágios clínicos podem coexistir em um mesmo 

animal (Nascimento et al, 2015). Losinger (2006) demonstrou que algumas espécies de 

Treponema podem causar imunossupressão de macrófagos e prejudicar não só a resposta imune 

inata, mas também a reparação da lesão, explicando em parte a progressão e persistência da 

doença. 

 

A DD é uma doença polimicrobiana com predomínio de bactérias do gênero Treponema. Outras 

bactérias também foram identificadas, entre elas o Fusobacterium necrophorum, Dichelobacter 

nodosus e Porphyromonas levii. (Klitgaard et al, 2008; Rasmussen et al, 2012; Karlsson et al, 

2014; Wilson-Welder et al, 2015; Nielsen et al, 2016). Porém, o papel das diferentes espécies de 

bactérias encontradas na etiologia da DD ainda é desconhecido (Berry et al, 2012; Nielsen et al, 

2016). As evidências indicam um papel importante das espiroquetas, especialmente do gênero 

Treponema na etiologia da DD, pois representam o grupo de bactérias mais abundante, 

principalmente nas partes mais profundas das lesões, sugerindo que eles são patógenos invasivos 
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e não simplesmente colonizam o tecido infectado (Klitgaard et al, 2013; Nielsen et al, 2016). 

Treponemas são as únicas bactérias que tem uma presença consistente no envolvimento das lesões 

de DD e é uma doença principalmente bacteriana pela melhora ou cura clínica da lesão em 

resposta ao uso de antimicrobianos (Evans et al, 2008; Apley, 2015). 

 

As tentativas de induzir a doença com culturas puras destas bactérias através da inoculação na 

pele sadia foram largamente mal sucedidas (Wilson-Welder et al, 2015) No entanto, Gomez et al. 

(2012) foi o único trabalho que conseguiu reproduzir a doença. Nesse estudo foi feito um 

macerado das lesões de DD e inoculado em animais sadios. Os membros posteriores também 

foram enfaixados, umedecidos e mantidos em um ambiente de anaerobiose. Após um período de 

12 a 25 dias nessas condições extremas, foi reproduzido a lesão e detectado a presença de 

Treponemas. 

 

Os Treponemas não estão associados apenas a DD bovina, eles também são responsáveis por 

doenças periodontais em seres humanos e animais, outro exemplo do envolvimento dessas 

bactérias são nas úlceras de pele suína e equina (Karlsson et al, 2014; Svartstrom et al, 2013). O 

Sistema de Monitoramento Nacional de Saúde Animal dos Estados Unidos (USDA) mostrou que 

mais de 50% dos casos de claudicação ocorridos em novilhas e vacas leiteiras tem como principal 

causa a DD e foi estimado um prejuízo anual de US$ 190 milhões de dólares por essa doença. 

Determinando-se que o custo por caso clínico de DD é de US$ 95 e quando as perdas de produção 

de leite e diminuição do desempenho reprodutivo foram incorporados ao cálculo, as perdas foram 

estimadas em US$ 126 por caso clínico (USDA, 2009). 

 

Vários trabalhos têm encontrado correlações entre a limpeza do ambiente e prevalência de DD. 

Relun et al. (2013) avaliaram 4678 vacas leiteiras em 52 propriedades na França e encontraram 

uma relação direta entre o escore de sujidade em vacas leiteiras e a presença de DD, ou seja, 

rebanhos que apresentaram animais com pernas e úberes  mais sujos tiveram  uma maior 

prevalência de DD. Palmer et al. (2013) utilizando o corante azul de metileno não encontrou 

diferenças significativas na permeabilidade da pele de vacas portadoras de DD e vacas sem a 

presença da lesão, porém quando os animais foram mantidos em condições de umidade a 

permeabilidade da pele foi aumentada, o que pode facilitar a entrada e colonização de bactérias. 

 

3.2 TÉCNICA DE HIBRIDIZAÇÃO FLUORESCENTE IN SITU (FISH) E 

SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 

 

A FISH (Hibridização Fluorescente in Situ) foi desenvolvida por Bauman et al. (1980) e 

representa uma técnica citogenética usada para detectar e localizar a presença ou ausência de 

determinadas sequências de DNA (ácido desoxirribonucleico) em cromossomos. Consiste em um 

método histoquímico que permite a visualização e identificação de microrganismos in situ, sem a 

necessidade de cultivos celulares, com visualização direta em microscópios ópticos 

epifluorescentes em cortes histológicos. Seu princípio básico é o anelamento da sonda com sua 

sequência alvo, as sondas são sequências de oligonucleotídeos complementares e específicos 

marcados com substâncias fluorescentes, os quais se anelarão ao seu alvo, ou seja, o RNA 

ribossomal bacteriano. Também permite que sequências de ácidos nucleicos sejam examinadas 

no interior de células sem alterar sua morfologia ou integridade de seus compartimentos (Ploeg, 

2000; Amann et al, 2001; Neves e Guedes, 2012). 

 

A introdução da FISH proporcionou um aumento significativo da resolução, rapidez e segurança 

de diagnósticos. Contribuiu mais tarde para o desenvolvimento da detecção simultânea de 
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múltiplos alvos e a quantificação de microrganismos em um único procedimento, tornando-se 

rapidamente numa tecnologia aplicada tanto na biologia quanto na citogenética. Técnicas 

baseadas na reação em cadeia da polimerase (PCR), que permitem que um fragmento específico 

da molécula de DNA seja amplificado em milhares de vezes, facilitaram a detecção rápida e 

sensível de bactérias, independentemente de serem cultiváveis ou não. No entanto, esta técnica 

não oferece informações sobre a localização espacial dos microrganismos no tecido ou sua 

associação com a lesão (Neves e Guedes, 2012). 

 

A técnica de sequenciamento de nova geração realiza a leitura de uma amostra de DNA e gera 

um arquivo eletrônico com símbolos que representam a sequência de bases nitrogenada contidas 

na amostra. Primeiro o DNA é fragmentado por um processo químico, mecânico ou enzimático, 

de forma que todo o genoma seja coberto da maneira mais uniforme possível, posteriormente é 

feito uma amplificação desse DNA onde o objetivo dessa amplificação é aumentar a fonte de sinal 

luminoso para a maioria dos sequenciadores e gerar em um pequeno espaço físico entre milhares 

de cópias de cada fragmento de DNA, produzido uma etapa de preparo da amostra. Por fim é feito 

o sequenciamento, onde uma série de reações químicas geram sinais que são detectados e 

determinarão a sequência de base analisada (Carvalho e Silva, 2010; Varuzza, 2013). 

 

3.3 ROTAS DE TRANSMISSÃO DA DERMATITE DIGITAL E MICROBIOMAS 

ENCONTRADOS NO AMBIENTE, FLUIDO RUMINAL E FEZES DE BOVINOS 

 

A transmissão da DD dentro dos rebanhos e entre rebanhos não é totalmente esclarecida, assim 

como sua patogênese, que é objeto de estudo desde 1974. Apesar de se considerar que a entrada 

de animais de rebanhos positivos em rebanhos negativos para DD possa aumentar as chances de 

transmitir a doença (Rodriguez-Lainz et al, 1999). Capion et al. (2013) utilizaram oito novilhas 

livres de DD e cinco novilhas com a presença da lesão. Os animais foram alojados juntos em um 

piso de cimento úmido com grande presença de matéria orgânica, durante oito semanas. Ao final 

do experimento nenhuma das novilhas livres desenvolveram a lesão de DD, sendo todas as 

amostras de pele saudável desses animais negativas para Treponema pelo método de FISH. Isso 

contradiz as observações que são feitas a campo e sugere que existem outros fatores responsáveis 

pela transmissão da doença (Wilson-Welder et al, 2015). 

 

Outra possível fonte de infecção entre rebanhos é pelo material utilizado para o casqueamento. 

Um estudo realizado por Wells et al. (1999) observaram uma associação entre animais que foram 

submetidos ao casqueamento preventivo e um aumento significativo na incidência de DD. As 

reincidivas da lesão também ocorreram em tempo mais curto nos animais casqueados quando 

comparados aos animais que não foram submetidos ao aparo funcional dos cascos. Sullivan et al. 

(2014) encontraram filotipos de Treponema relacionados a DD presentes no equipamento 

utilizado para o aparo dos cascos em fazendas de bovinos e ovinos. O material foi submetido ao 

exame de PCR e após o casqueamento, Treponemas foram encontrados em: 36/37 (97%) das 

amostras, sendo 23/24 (96%) do material utilizado por casqueadores de bovinos e 13/13 (100%) 

em materiais utilizados por casqueadores de ovinos. Isso foi reduzido para 13/37 (35%) das 

amostras após desinfecção do material, sendo 7/24 (29%) equipamento bovino e 06/13 (46%) 

equipamento de ovinos. T. medium, T. vincentii, T. phagedenis, T. denticola e T. putidum foram 

encontrados em grande parte das amostras. 

 

Espécies Treponema como T socranskii e T. denticola são associados a doença periodontal em 

seres humanos (Riviere et al, 1995). Também tem sido demonstrado que essas espécies de 
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Treponema podem aderir nos instrumentos odontológicos e esses instrumentos de metal podem 

agir como nichos para as bactérias patogénicas Gram-negativas (Nelson- Filho et al, 2011). 

 

A transmissão entre animais dentro da mesma fazenda é ainda menos elucidada. Diferentes 

estudos tentaram identificar bactérias relacionadas à DD nas fezes, reto, rúmen e ambiente de 

animais com a presença da lesão e obtiveram resultados divergentes (Wilson-Welder et al, 2015). 

Vários Treponemas têm sido relatados por serem da microbiota comensal dos bovinos, vivendo 

em simbiose no trato gastrointestinal, como T. bryantii e T. saccharophilum que foram isolados 

a partir do rúmen de vacas leiteiras (Paster e Canale-Parola, 1982). Shibahara et al. (2002) 

encontraram a presença de T. pallidum no cólon de bovinos abatidos no Japão. Vários autores 

consideram a hipótese de que o líquido ruminal, as fezes e a cavidade oral funcionam como 

reservatórios para DD dentro da propriedade e que bactérias presentes nesses locais possam 

contaminar o ambiente, sendo este, um real veículo de transmissão da doença (Evans et al, 2012; 

Nascimento et al, 2015; Zinicola et al, 2015). Apesar de ambientes úmidos e com grande 

quantidade de matéria organica possam aumentar a incidência e disseminação da DD, poucos 

trabalhos conseguiram isolar Treponema de amostras ambientais (Klitgaard et al, 2014). Como a 

microbiota da pele íntegra dos pés dos bovinos é bem diferente da encontrada nas lesões de DD, 

permanece incerto se os tecidos saudáveis dos pés são o reservatório de infecção primária ou se 

existem outras fontes de contaminação (Evans et al, 2008). 

 

Nascimento et al. (2015) coletaram fluido ruminal de 15 vacas leiteiras portadoras de DD em sete 

diferentes propriedades e utilizando a técnica de PCR encontraram em 60% das amostras de 

líquido ruminal, pelo menos um dos filotipos patogênicos para DD. Em 15 amostras de líquido 

ruminal, T. phagedenis foi o mais prevalente, encontrado em 40% das amostras, seguido por  T. 

medium / T. vincentii encontrado em 33,33 % das amostras e T. denticola / T . putidum encontrado 

em 26,67% das amostras. Em duas vacas foram identificados todos esses Treponemas no fluido 

de rúmen, porém nem todas as espécies presentes nas lesões foram identificadas no fluido 

ruminal. Zinicola et al. (2015) coletaram oito amostras de fluido ruminal e 14 amostras fecais de 

vacas leiteiras em propriedades com a presença da DD. E encontraram as mesmas espécies de 

Treponema (T. denticola, T. maltophilum, T. medium, T. putidum, T. phagedenis e T. 

paraluiscuniculi) que estavam presentes nas lesões de DD em amostras de fezes e rúmen dos 

animais.  

 

Klitgaard et al. (2014) realizaram biópsias de lesões de DD e coletaram amostras de fezes e 

ambiente de seis rebanhos com alta prevalência da doença e um rebanho livre. No rebanho livre, 

não foi encontrado nenhum Treponema relacionado à DD nas amostras de fezes e ambiente. Nas 

seis propriedades com a presença da lesão foram encontrados Treponemas relacionados à DD nas 

amostras ambientais e fecais, porém a prevalência destes foi extremamente baixa, sendo inferior 

a 0,5%. E em várias coletas de ambiente e fezes não foi encontrado a presença de nenhum 

Treponema apontado como causador da DD. Evans et al. (2011) encontraram resultados 

semelhantes, nesse estudo foram coletadas amostras de diferentes locais do trato gastrointestinal 

(rúmen, omaso, intestino grosso e fezes) após o abate de animais. Foram isoladas sete espécies de 

Treponemas, porém nenhum foi semelhante aos encontrados na DD bovina. 

 

Os mesmos autores Evans et al (2012) coletaram amostras ambientais de fazendas endêmicas de 

DD e conteúdo do trato gastrointestinal bovino. Um total de 368 amostras foram testadas 

utilizando ensaios de PCR para os três filotipos de Treponema mais encontrados nas lesões (T. 

medium, T. phagedenis e T. pedis). Todas as amostras ambientais e amostras de conteúdo do trato 

gastrointestinal foram negativas para DNA dos três principais filotipos encontrados nas lesões. 
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No entanto, identificou-se Treponemas relacionados à DD em duas regiões específicas dos 

animais, o tecido da cavidade oral (14,3% das amostras testadas) e o tecido retal (14,8% das 

amostras testadas), porém as bactérias foram encontradas em proporções relativamente baixas.  

Não havia a presença de nenhuma lesão macroscópica nesses locais durante a coleta. 

 

Sullivan et al. (2015) pesquisaram a presença de Treponemas na cavidade oral, tecidos retais e 

fezes de bovinos e ovinos. Entre os 40 ovinos avaliados, um apresentou Treponemas associados 

à DD na cavidade oral, três apresentaram no tecido retal e 22 diferentes filotipos de Treponemas 

foram isolados a partir das fezes dos 40 ovinos avaliados, no entanto, nenhum desses Treponemas 

encontrados foi considerado patogênico. Os filotipos encontrados nos tecidos orais e retais dos 

ovinos foram T. pedis e T. phagedenis. Nos 40 bovinos avaliados nesse estudo não foi encontrado 

nenhum Treponema na mucosa retal e nas fezes e em quatro animais foi encontrado a presença 

de Treponemas na cavidade oral. O filotipo associado a DD presente na cavidade oral de bovinos 

foi T. phagedenis. 

 

Embora tenha havido evidências do envolvimento do trato gastrointestinal, é necessário mais 

trabalhos para esclarecer as vias de transmissão definitivas. A questão de como essas bactérias 

encontradas com uma prevalência tão baixa no ambiente podem ser tão bem sucedidas em infectar 

um rebanho, ainda precisa ser melhor elucidado (Evans et al, 2012; Klitgaard et al, 2014). Clegg 

et al. (2015) relataram um aumento nos casos de claudicação em alces selvagens na América do 

Norte e realizaram sete biópsias desses animais, sendo quatro de alces clinicamente sadios (grupo 

controle) e três de alces com uma lesão semelhante a DD. Utilizando a técnica de PCR foi 

encontrado a presença de Treponemas nas lesões, sendo T. vincentii, T. phagedenis e T. pedis 

encontrados nas três biópsias, já na pele íntegra não foi encontrado Treponemas. Este foi o 

primeiro relato de DD associado a Treponema em animais selvagens e uma das hipóteses 

levantadas pelos autores é que as pastagens utilizadas pelos alces foram anteriormente usadas por 

bovinos e ovinos, sugerindo que o ambiente pode atuar como um potencial reservatório para essas 

bactérias. 

 

3.4 MICROBIOMAS ENCONTRADOS NAS VÁRIAS FASES DA LESÃO DE DERMATITE 

DIGITAL E NA PELE SAUDÁVEL 

 

Um dos desafios encontrados para o estudo da etiologia da DD é a dificuldade para cultivar as 

bactérias do gênero Treponema. Lima (2008) foi um dos poucos trabalhos que realizou o cultivo 

e identificação molecular de isolados, com base na análise de sequências de genes 16S RNAr. 

Foram identificadas as seguintes espécies bacterianas, T. pedis, Leptospira broomi, L. fainei, L. 

licerasiae, L. wolffii, Corynebacterium appendicis, Cupriavidus gilardii, Enterococcus 

casseliflavus, E. gallinarum. 

 

Devido a essa dificuldade, métodos independentes de cultivo têm sido usados para identificar os 

patógenos envolvidos na patogênese da DD, como o sequenciamento gênico pela comparação do 

gene 16S RNAr ou sequenciamento de nova geração e o método de FISH (Klitgaard et al, 2013; 

Nielsen et al, 2016). As espiroquetas do gênero Treponema são as bactérias mais predominantes 

na DD, principalmente nas partes mais profundas da lesão, porém, várias outras bactérias parecem 

atuar sinergicamente com os Treponemas para causar a DD. Essas outras bactérias que parecem 

ter um papel importante na patogênese da doença são encontradas de forma divergente na 

literatura e seu real papel na lesão de DD é ainda pouco elucidado (Rasmussen et al, 2012; Santos 

et al, 2012). 
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Zinicola et al. (2015) coletaram um total de 140 amostras feitas partir de 89 vacas leiteiras em 

três propriedades rurais diferentes. A classificação de pontuação das lesões de DD foi baseado e 

adaptado do método descrito por Dopfer et al. (1997). Foram coletadas uma amostra da lesão M1, 

30 amostras da lesão M2, cinco amostras da lesão M3, 26 amostras da lesão M4, 27 amostras da 

lesão M4.1 e 51 amostras de pela saudável. Foi encontrado um aumento das bactérias do gênero 

Treponema como T. denticola, T. maltophilum, T. medium, T. paraluiscuniculi, T. phagedenis e 

T. putidum em lesões DD ativas quando comparados com a pele saudável e lesões de DD inativas. 

As lesões de DD inativas além de apresentarem uma menor proporção de Treponemas exibiram 

um aumento marcante das bactérias: Porphyromonas, Crotonatoxidans Alkaliphilus, 

Sedimentibacter hydroxybenzoicus, e Filifactor villosus quando comparadas as lesões de DD 

ativas. Os microbiomas da pele saudável foram diversos, mas dominados por bactérias 

pertencentes ao filo Firmicutes e Actinobacteria. E a bactéria Candidatus Aemobophilus asiaticus 

foi encontrada em grande proporção em todas as fases de DD. 

 

Os mesmos autores também em 2015 avaliaram 16 amostras de biópsias de oito vacas leiteiras e 

encontraram os filos Firmicutes, Actinobacteria e Chordata em grande proporção na pele 

saudável. Já Spirochetas e Bacteroidetes foram altamente prevalentes em amostras de DD ativa e 

DD inativa seguido por Proteobacteria e Firmicutes. Os filotipos mais abundantes de 

Treponemas encontradas foram: T. phagedenis, T. denticola, T. vincentii e T. pallidum (Zinicola 

et al, 2015) 

 

Já Brandt et al. (2011) além de encontrarem vários filotipos de Treponemas como T. pedis, T. 

medium e T. phagedenis nas lesões de DD, encontraram também a presença de papiloma vírus 

em 22% das lesões, o vírus também foi achado em amostras de tecidos saudáveis. A presença 

viral na lesão de DD não foi encontrada por diversos autores (Santos et al, 2012; Klitgaard et al, 

2014; Krull et al, 2014; Nielsen et al, 2016). Já Dopfer et al. (1997) utilizando o teste de 

imunofluorescência em lesões de DD encontrou várias espiroquetas do gênero Treponema e em 

lesões ulcerativas e dolorosas foi encontrado grande quantidade Campylobacter faecalis. 

 

Evans et al. (2008) aplicaram o método de PCR para fragmentos do gene 16s rRNA e 

imunohistoquímica, ambos usados para identificação etiológica das lesões e da pele íntegra dos 

animais. T. médium/T. Vincentinii (classificados como grupo 1), T. phagedenis (classificado como 

grupo 2) e T. putidum/T. denticola (classificados como grupo 3) foram encontrados em: 96,1%, 

98% e 76,5% das lesões. Com todos os três grupos aparecendo juntos em 74,5% das lesões de 

DD. Na pele saudável dos animais foi achada a presença de Treponemas, mas não eram os 

mesmos filotipos encontrados na DD. Moter et al. (1998) encontraram um resultado semelhante, 

porém o grupo 3 foi encontrado apenas na parte superficial da lesão e os grupos 1 e 2 na parte 

profunda da lesão. Já Nascimento et al. (2015) encontraram T. phagedenis, T. medium e T. vicentii 

juntos em 95,45% das lesões e todos os grupos de Treponemas, incluindo T. dentícola e T. 

putidium foram achados juntos em 81,82% das biópsias de DD. 

 

Klitgaard et al. (2013) utilizando o sequenciamento de nova geração e análise de FISH, realizaram 

biópsias de animais com DD provenientes de dez rebanhos localizados em regiões diferentes da 

Espanha, totalizando 36 biópsias de lesões avaliadas. Macroscopicamente mais de 60% das DD 

(s) avaliadas nesse trabalho apresentavam- se na fase ulcerativa (M2) e o restante das 40% 

estavam em diferentes fases da lesão. Os Treponemas que foram detectados nesse estudo foram: 

T. phagedenis, T. médium, T. vicentii, T. denticola, T. pedis, T. maltophilum, T. refringens e 

também foi encontrado 15 filotipos de Treponema diferentes que ainda não foram previamente 
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identificados. Em média nas 36 amostras de DD foram encontrados oito filotipos de Treponemas 

por lesão. 

 

 Os quatro Treponemas mais prevalentes encontrados no estudo de Klitgaard et al (2013) foram: 

T. denticola e T. pedis (45% das amostras), T. phagedenis (20% das amostras), T. médium (18% 

das amostras) e T refringes (17% das amostras). Nas partes mais profundas e no meio das lesões, 

a presença de outras bactérias que não pertenciam ao gênero Treponema foi insignificante e apesar 

de outros agentes como: D. nodosus e F. necrophorum também serem citados como envolvidos 

na lesão (Knappe-Poindecker et al, 2014) nesse trabalho não foram identificados.  

 

Já Rasmussen et al. (2012) realizaram 90 biópsias de lesões de DD e 24 biópsias da pele saudável 

de animais provenientes de um rebanho leiteiro da Noruega e seis rebanhos leiteiros da 

Dinamarca. Todas as lesões apresentaram em média sete filotipos de Treponemas e em seis delas 

foram encontrados mais de 12 filotipos. D. nodosus esteve presente em 51% das lesões e foi 

encontrado também em três amostras de pele aparentemente saudáveis. Em outras duas amostras 

de pele saudável foi visto a presença de Treponemas associados ao D. nodosus. Capion et al. 

(2008) realizaram 132 biópsias de DD e utilizando a técnica de FISH também encontraram em 

29% das lesões a presença de D. nodosus.  

 

O agente D. nodosus em conjunto com F. necrophorum são reconhecidos mundialmente como os 

agentes causadores da podridão dos cascos em ovinos e caprinos (Moore et al, 2005). D. nodosus 

produz proteases extracelulares que podem causar danos ao tecido e facilitar a penetração e 

colonização de bactérias do gênero Treponema, dessa forma esses dois agentes podem agir 

sinergicamente, principalmente na fase inicial da doença. (Wilson-Welder et al, 2015). Knappe-

Poindecker et al. (2014) avaliaram 14 rebanhos leiteiros na Noruega e encontraram D. nodosus 

como a bactéria mais prevalente nas lesões de dermatite interdigital e erosão de talão. Esse agente 

também foi encontrado em todas as biópsias de DD realizadas nesse estudo. Sullivan et al. (2015) 

encontraram D. nodosus e F. necrophorum respectivamente, em 71% e 44% das lesões de DD 

avaliadas e em mais de 20% das amostras de tecidos de pés saudáveis foi encontrado também a 

presença desses dois agentes. Koniarova et al. (1993) avaliaram 52 biópsias de DD e encontraram 

a presença de F. necrophorum em 12% das lesões e em 25% foi encontrado a presença de P. levii. 

Yano et al. (2010) avaliaram cinco lesões de DD e encontraram T. phagedenis e T. denticola as 

bactérias mais prevalentes e na parte superficial da lesão P. levii foi a bactéria predominante.  

 

Klitgaard et al. (2014) correlacionaram a microbiota presente no ambiente de propriedades 

leiteiras com a microbiota presente em lesões de DD. Em oito biópsias de DD localizada na região 

plantar dos membros posteriores e uma lesão de DD localizada na região do úbere, foi detectado 

em grande proporção bactérias do gênero Treponema, sendo a T.dentícola e T.pedis as mais 

prevalentes.  

 

Nielsen et al. (2016) avaliaram 27 animais com DD e dez animais sem a presença da lesão. As 

amostras foram coletadas de um matadouro localizado na Dinamarca e todas as lesões foram 

classificadas e adaptadas de acordo com o método descrito por Dopfer et al. (1997). Quatro casos 

foram caracterizados por ulcerações circunscritas e áreas de hiperqueratoses com formação de 

crostas, classificadas como M3. Quatorze casos mostraram lesões circunscritas dominadas por 

significante hiperqueratose e proliferação da epiderme, mas sem visível ulceração (M4). Nove 

casos mostraram somente leve e focal hiperqueratose com proliferação da epiderme (não definível 

segundo o método descrito por Dopfer et al. (1997), que classificou as lesões de M1 a M4, e neste 

estudo, foram classificadas como M5). 
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Nesse mesmo trabalho Nielsen et al. (2016) observaram uma clara distinção entre a microbiota 

do tecido saudável e o tecido afetado por DD. Treponema, Mycoplasma, Fusobacterium e 

Porphyromonas foram os gêneros que melhor se diferenciaram em amostras de tecidos infectados 

do controle e os filos mais prevalentes encontrados na pele saudável foram: Firmicutes, 

Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes, em nível de famílias Moraxellaceae, 

Corynebacteriaceae, Lachnospiraceae e Ruminococcaceae foram as mais abundantes em 

amostras do controle. Análises de FISH indicaram que espécies pertencentes ao gênero 

Treponema foram as bactérias dominantes na parte profunda da lesão, constituindo 

aproximadamente 90% da microbiota infectante, sendo encontrados 15 filotipos diferentes, sendo 

T. phagedenis e T. refringens os filotipos mais abundantes. F. necrophorum e P. levii foram 

principalmente observados nas partes superficiais da epiderme. Outra bactéria, D. nodosus, 

também suspeita de estar envolvida no desenvolvimento de DD (Rasmussen et al, 2012) foi 

identificado por analises de FISH em 12 das amostras, mas foi ausente ou abaixo do limite de 

detecção na sequência de dados. 

 

Santos et al. (2012) coletaram amostras DD e pele íntegra de vacas da raça Holandês alojadas em 

uma fazenda comercial dos Estados Unidos. As lesões de DD foram divididas em estratos 

superficiais, intermediários e profundos. Este estudo mostrou que a composição microbiana em 

infecções de DD de vacas leiteiras diferiu entre as amostras de pele saudável e amostras de 

diferentes estratos do tecido infectado. Firmicutes e Proteobacteria foram os principais filos 

detectados na pele saudável, com o último sendo o mais freqüente e diversificado. Em contraste, 

Firmicutes foi o filo mais diverso, presente nos estratos superficiais e intermédiários da lesão, 

enquanto espiroquetas do gênero Treponema foram os principais grupos encontrados no estrato 

profundo da DD. 

 

Krull et al. (2014) realizaram um estudo longitudinal de três anos e coletaram 48 biópsias de DD 

a partir de 26 animais em lactação da raça Holstein, alojadas na fazenda da Universidade de Iowa 

(EUA). A fazenda possuía cerca de 400 vacas em lactação e no início do estudo a prevalência de 

DD no rebanho foi estimada em 50%. Não foi utilizada nenhuma medida curativa ou preventiva 

para controlar DD nas vacas, o que permitiu a observação do desenvolvimento da lesão na 

ausência de intervenção. Os autores desse estudo desenvolveram um sistema independente de 

classificação da DD, onde, o estágio zero representa a pele bovina normal, estágios A1 / A2 e B1 

/ B2 representaram variações morfológicas de desenvolvimento das lesões de DD, sendo os 

estágios três e quatro as formas clínicas da doença responsáveis pela claudicação e as lesões que 

receberam tratamento são apresentadas como estágio cinco no presente estudo. 

 

Nesse estudo Krull et al. (2014) observaram as seguintes famílias encontradas na pele saudável: 

Staphylococcacea, Streptococcaceae, Bacteroidaceae, Corynebacteriaceae e 

Porphyromonadaceae. Estas famílias foram gradativamente sendo substituídas por outras à 

medida que a lesão progrediu, as espiroquetas do gênero Treponema foram predominantes nos 

estágios três e quatro da lesão, correspondendo a 94,3% das bactérias encontradas, 

principalmente, T. denticola, T. phagedenis, T. pedis, T. medium e T. PT8. A família 

Mycoplasmataceae também foi encontrada em grande quantidade nas fases três e quatro da DD. 

Nas fases A1/A2 e B1/B2 foram encontrados Treponemas mas em menor proporção que nas fases 

ulcerativas da doença. E o estágio 5 (lesões que foram submetidas ao tratamento) ocorreu um 

rápido declínio da população de Treponemas e a microbiota da lesão foi semelhante a que foi 

encontrada na pele íntegra. 
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Os diversos trabalhos mostram a DD como uma doença “multitreponemal”, mas o que não está 

esclarecido é se os Treponemas sozinhos são capazes de causar a lesão, ou se existe uma relação 

simbiótica com outros agentes. A discussão a respeito sobre quais bactérias estão envolvidas na 

etiologia da DD é relatada por diversos estudos, divididos pelo tempo, fase, localização da lesão 

e métodos diagnósticos (Wilson-Welder et al, 2015). 

 

3.5 EPIDEMIOLOGIA DERMATITE DIGITAL 

 

Ferreira (2003) acompanhou durante um ano 117 vacas em lactação da raça Holandês confinadas 

em sistema de “free-stall” em Pedro Leopoldo, Minas Gerais e encontrou uma incidência para 

DD de 44%. Souza (2002), avaliando 323 vacas da raça Holandês e mestiças de 63 fazendas 

localizadas na mesma região, sendo 57 de sistema semi-intensivo e seis de sistema intensivo, 

encontrou uma prevalência de lesões de 89,8%, com a DD responsável por 30,3% dos casos 

observados. O mesmo autor em 2005 avaliou durante um ano 100 vacas em lactação da raça 

Holandês Preto e Branco, que estavam entre a primeira e a quinta lactação confinadas em sistema 

de “free-stall”, no município de Esmeraldas, Minas Gerais e encontrou uma incidência de 

manqueiras de 55%, sendo a DD e a úlcera de sola as causas mais presentes e relacionou essa 

elevada incidência de DD as condições precárias de higiene das instalações (Souza, 2005). Já 

Casagrande (2013) avaliando 210 animais de sete categorias etárias diferentes encontrou uma 

prevalência para DD de 23,8%. 

 

Martins et al. (2002) avaliaram 481 vacas lactantes pertencentes aos rebanhos leiteiros de 12 

propriedades da bacia leiteira de Campo Grande e municípios arredores do Mato Grosso do Sul, 

criadas em regime intensivo e semi-intensivo. Neste trabalho foi encontrado a DD como a lesão 

mais prevalente representado 26,4% dos casos. Souza et al. (2015) avaliaram 2.479 fêmeas 

bovinas, de aptidão leiteira, pertencentes a 32 propriedades localizadas no oeste do Paraná e 

também encontraram a DD como a lesão mais prevalente com 17,5% dos casos observados. Cruz 

et al. (2001) também no sul do Brasil examinou 524 animais que apresentaram um total de 883 

lesões podais e a DD foi encontrada em 29,3% dos casos. Já Leão et al. (2009) encontraram uma 

prevalência de 3,85% de 7752 bovinos de aptidão leiteira no estado de Goiás. 

 

Altas prevalências da lesão de DD também são encontradas em vários países no mundo (Klitgaard 

et al, 2013; Nielsen et al, 2016). Houlzhauer et al. (2006) avaliaram 383 rebanhos na Holanda e a 

DD foi encontrada com uma prevalência média de 21,2% sendo os animais mais acometidos pela 

doença aqueles que se encontravam dentro do pico de lactação (60 a 90 dias). Neste estudo houve 

rebanhos sem a presença da lesão e rebanhos apresentando 83% de animais com DD. Sullivan et 

al. (2015) examinou os cascos de 815 bovinos de leite e corte em matadouros dos Estados Unidos 

e encontrou em 29% das vacas leiteiras a presença de DD e em 4% nos bovinos de corte a presença 

da lesão. Capion et al. (2008) avaliaram 6240 vacas em 55 rebanhos na Dinamarca criadas em 

sistema free-stall e encontrou em 47 dos 55 rebanhos (85%) a presença de DD. Já Cramer et al. 

(2008) encontrou DD em 9,3% de vacas e 69,7% dos rebanhos. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
O experimento teve seu projeto certificado pela comissão de ética em experimentação animal 

(CEUA), sob registro: nº. 121/2015. 
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4.1 LOCAL E PERÍODO DE EXPERIMENTO 

 

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa, situada no 

município de Igarapé/MG. A fazenda está situada a 20º04’31 de latitude Sul e 44º18’06 de 

longitude Oeste de Greenwich, com altitude média de 786 metros. A área total da propriedade é 

de 246 hectares. O experimento foi realizado em junho/julho de 2015 e agosto/setembro/outubro 

de 2016.  

 

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

 Foram utilizados 37 animais que apresentavam a lesão DD em diferentes graus. As vacas estavam 

em diferentes estágios de lactação e variavam em grau de sangue de ½ Holandês x Gir a 15/16 

Holandês. Os animais possuíam entre três a dez anos de idade e estavam entre a primeira e a sexta 

lactação, com uma produção média diária de 19 litros/leite por dia. 

 

4.3 MANEJO DOS ANIMAIS 

 

 As vacas secas permaneciam em um pasto afastado formado por capim braquiária (Brachiaria 

brizantha) até completarem 30 dias para a data prevista do parto. Nesta data, eram conduzidas a 

um pasto mais próximo ao curral (piquete maternidade), no qual permaneciam até o 1º dia pós-

parto, sem separação entre vacas e novilhas. Esse piquete media aproximadamente dez hectares 

e era formado também por capim braquiária (Brachiaria brizantha), possuía boa drenagem e 

presença de sombra natural e artificial com sombrites. 

 

Ao término do 1ºdia pós-parto, as vacas foram transferidas para o lote um, de vacas em lactação. 

Onde eram ordenhadas duas vezes ao dia, sendo a primeira ordenha iniciada às seis horas e a 

segunda às 14 horas. A ordenha era mecanizada, em contenção tipo espinha de peixe, sendo 

ordenhadas quatro vacas de cada lado em sistema fechado e linha alta. As vacas em lactação eram 

divididas em quatro lotes de acordo com sua produção de leite e seus dias de lactação, sendo o 

primeiro lote composto por primíparas e vacas de alta produção, segundo lote composto por vacas 

de produção mediana, o terceiro lote composto por vacas de menor produção e o quarto lote 

composto por vacas portadoras de mastite contagiosa ou em tratamento com antimicrobiano. 

 

Em relação à saúde dos cascos, na propriedade não era realizado o casqueamento preventivo na 

secagem dos animais. Utilizou-se pedilúvio em média três dias consecutivos por semana, com 

soluções de formol a 5%, sendo as soluções trocadas a cada 300 passadas. O pedilúvio possuía 

2,5 metros de comprimento, 0,80 centímetros de largura, 20 centímetros de altura e era coberto, 

antes de passarem pelo pedilúvio os animais passavam por um lava-pés que apresenta as mesmas 

medidas do pedilúvio e a distância entre eles era em torno de 6 metros de comprimento. A 

passagem dos animais no pedilúvio era feita somente nos animais em lactação. Nos animais secos 

e pré-parto nenhum manejo preventivo em relação a saúde dos cascos era realizado. A limpeza 

dos currais e instalações era feita por raspagem manual e remoção dos dejetos através de uma 

carroça puxada por tração animal. 

 

4.4 MANEJO NUTRICIONAL 

 

Durante o período das chuvas, nos meses de dezembro a abril, onde existiu maior disponibilidade 

de pastagens, os animais eram mantidos em piquetes rotacionados de capim braquiária 

(Brachiaria brizanta) e capim elefante (Penisetum spp.) recebendo uma suplementação com 
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concentrado no cocho, após a ordenha. No período seco, de maio a novembro, a dieta baseava-se 

em silagem de milho e concentrado, sendo fornecida com base nos dias em lactação e na produção 

de leite conforme os requerimentos do Nutrient Requirements of Dairy Cattle (NRC) 2001. O 

concentrado teve como base o farelo de soja, caroço de algodão, polpa cítrica, minerais e milho. 

O alimento era fornecido na forma de dieta total, duas vezes ao dia, em cochos de cimento, com 

área de espaçamento de cocho de 70 centímetros por animal e o sal mineral era fornecido à 

vontade. A mistura do concentrado e volumoso era feita manualmente pelo funcionário da 

fazenda. 

 

4.5 COLETA DE MATERIAL DAS LESÕES DE DERMATITE DIGITAL 

 

O rebanho foi inspecionado, durante a ordenha, sendo separados para exame clinico aqueles 

animais que apresentaram algum tipo de lesão da pele digital próxima à margem coronariana, no 

espaço interdigital palmar/plantar. Após essa etapa os animais acometidos com DD, foram 

encaminhados para um tronco de casqueamento e submetidos a limpeza superficial do tecido 

córneo com rineta reta e posterior exame físico dos cascos. Os cascos foram lavados com água e 

sabão para posterior inspeção, palpação, movimentação articular de extensão, flexão, adução, 

abdução, rotação e percussão sonora com martelo plessimétrico. As lesões de DD foram 

classificadas em graus (M1 a M4.1) de acordo com a classificação proposta por Dopfer et al. 

(1997) e Zinicola et al. (2015) e posteriormente anotadas em ficha clínica. 

 

Para a identificação dos agentes envolvidos na etiologia da DD, foram realizadas 37 biópsias 

profundas das lesões e também foram coletadas três amostras de pele íntegra de animais com DD, 

essas amostras de pele íntegra foram coletadas adjacentes à lesão. Para a realização das biópsias, 

o membro acometido foi devidamente contido no tronco de casqueamento, seguido por limpeza 

com escova, água corrente e detergente. Após os processos descritos, foi feito um garroteamento 

da articulação metatarsiano-metacarpiana com um manguito de borracha e o animal foi submetido 

a uma anestesia local pela técnica de Bier modificada, que consiste na punção da veia digital 

superficial dorsal plantar ou palmar e aplicação de 10 ml de cloridrato de lidocaína a 2% sem 

vasoconstritor. A cirurgia foi feita retirando todo o material lesionado como descrito por Souza 

(2005). Após o procedimento cirúrgico foi realizado uma lavagem da área acometida com solução 

de iodo degermante e aplicação de iodo 10% na ferida cirúrgica. Sobre a lesão foi colocado uma 

pasta composta de tetraciclina em pó na concentração de 10% e gluconato de clorexidine. Em 

seguida feito a proteção da coroa do casco com algodão ortopédico (12cm de largura e 1 metro 

de comprimento) e enfaixamento do espaço interdigital com atadura elástica (15 cm largura x 

1,80m comprimento). A bandagem foi coberta por uma camada de emulsão asfáltica e a cada três 

dias foi realizado a troca da bandagem até a cura da lesão. Todo esse procedimento teve duração 

média de 15 minutos por animal. 

 

O material coletado foi colocado em uma bandeja previamente higienizada com água e sabão e 

seccionado, em dois cortes. Cada fragmento foi acondicionado em frascos estéreis, sendo um com 

formol tamponado a 10% e o outro com solução de RNA later para execução da técnica de FISH 

e sequenciamento de nova geração respectivamente. 

 

4.6 COLETA DE FLUIDO RUMINAL E FEZES 

 

 Foram coletados 100 ml de fluido ruminal e 50 gramas de fezes de 13 animais que apresentaram 

a lesão de DD. Para coleta de fluido ruminal foi utilizado um guia de sonda metálico e uma sonda 

semi-siliconada de 3 metros de comprimento e para a coleta de fezes foi usado luvas de plástico 
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para palpação retal. Após a coleta as amostras foram colocadas em solução de RNA later para 

posterior sequenciamento de nova geração. 

 

4.7 AMOSTRAS DE AMBIENTE 

 

Os seguintes locais de coleta foram amostrados na fazenda:  

 

• Piso da pista de alimentação; 

• Piso ao redor do bebedouro; 

• Sala de espera da ordenha; 

• Lava-pé; 

• Pedilúvio 

 

As amostras de ambiente foram coletadas aleatoriamente em três pontos diferentes dos locais 

citados acima. Foi retirado um pouco de material acumulado no local com uma espátula estéril e 

colocado em solução de RNA later para posterior sequenciamento de nova geração. A amostra 

final foi constituída por uma mistura desses três pontos diferentes de cada local, o piso da pista 

de alimentação e ao redor do bebedouro, pedilúvio e lava-pés. 

 

4.8 HIBRIDIZAÇÃO FLUORESCENTE IN SITU (FISH) 

 

Secções de aproximadamente 4mm foram cortados e montados em lâminas Super Frost Plus. 

Foram utilizadas sondas de oligonucleotídeos marcados na extremidade 5' com isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) ou com o derivado de isotiocianato de Cy3. As sondas foram específicas para 

diferentes filotipos de bactérias do gênero Treponema e também sondas para outros tipos de 

bactérias como D. nodosus, F. necrophorum e P. levii. Das 37 amostras, 13 foram classificadas 

quanto a frequência, densidade e localização de filotipos de Treponemas pela técnica de FISH. E 

das 37 amostras de biópsias de DD, 31 mais três de pele íntegra coletadas adjacentes a lesão, 

foram classificadas quanto a frequência, densidade e localização de Treponemas, D. nodosus, F. 

necrophorum e P. levii pela mesma técnica, de acordo com Klitgaard et al. (2008). 

 

A microscopia de fluorescência foi realizada utilizando um microscópio de epifluorescência e a 

invasão bacteriana total da epiderme dentro de cada amostra de biópsia foi pontuada de 0 a 3 (0, 

não há bactérias invasivas; 1, baixo número de bactérias invasivas; 2, moderado número de 

bactérias invasivas; 3, elevado número de bactérias invasivas). Para a densidade de bactérias 

dentro de cada amostra também foi realizado uma classificação de 0 a 3, onde: (0, representa 

nenhuma hibridização, ou seja, nenhuma bactéria encontrada; 1, hibridização escassa, na amostra 

foi encontrada uma quantidade de até 5% do número total de bactérias; 2, hibridização moderada 

entre 5% e 10% do número total de bactérias; 3, hibridação forte, mais do que 10% do número 

total de bactérias). Essas classificações foram realizadas de acordo com Rasmussen et al. (2012) 

e Klitgaard et al. (2013). As análises de FISH foram encaminhadas e realizadas na Universidade 

Técnica da Dinamarca (DTU), graças a uma parceria entre as duas universidades (UFMG e DTU). 

 

4.9 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 

 

Biópsias de lesões de DD (35 biópsias), 13 amostras de fluido ruminal e 13 amostras de fezes de 

vacas portadoras de DD junto as amostras de ambiente foram fixadas em RNA later e enviadas 

para o laboratório referência do Instituto Veterinário Nacional da Universidade Técnica da 



30 
 

Dinamarca. Nessas amostras, o DNA bacteriano foi purificado utilizando kits comerciais. 

Ampliação e sequenciamento gênico foram realizados utilizando iniciadores de oligonucleotídeos 

com alvo as regiões hipervariáveis, utilizando as probes V1 e V2 (específicas para várias 

bactérias) do gene de rRNA 16S-SE. As amostras que foram positivas para Treponemas pelas 

probes V1 e V2, foram também analisadas pelas probes V3 e V4 (específicas para bactérias do 

gênero Treponema). Vinte e quatro biópsias de DD, 13 amostras de fluido ruminal e fezes e todas 

as amostras de ambiente foram avaliadas com as probes V3 e V4 de acordo com Klitgaard et al. 

(2008). 

 

As sequencias obtidas foram encaminhadas para o Centro Nacional de DNA de Sequenciamento 

de Alto Rendimento da Universidade de Copenhagen, Dinamarca, para o sequenciamento em uma 

plataforma Illumina MiSeq. Foi usado um consenso de que havia uma sequência de pelo menos 

190 nucleotídeos mapeados de acordo com os códigos de barras individuais. 

 

As leituras obtidas foram analisadas utilizando o software BION-meta (http://box.com/bion). 

Sequências com consenso de pelo menos 250 nucleotídeos de comprimento foram mapeadas para 

uma tabela, de acordo com os códigos de barras individuais, e taxonomicamente classificada 

contra a base de dados de Ribosomal Database Project II (RDP II; 

http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp). Foi utilizado um comprimento de oito mínimos de 

correspondência de 90%. Para permitir a comparação da abundância relativa entre amostras, o 

número de leituras para cada código de barras será normalizado.  
 

Tabela 1. Coleta de amostras de biópsias de Dermatite Digital e pele íntegra em cortes histológicos 

analisadas pelo método de FISH.  

Amostras 
Número de 

amostras 

Coletadas 37 

Analisadas para frequência, densidade e distribuição espacial de Treponemas, D. 

nodosus, F. necrophorum, P. levii. 
31 

Analisadas para frequência, densidade e distribuição espacial de filotipos de 

Treponemas. 
13 

Pele íntegra analisada para frequência e distribuição espacial de Treponemas, D. 

nodosus, F. necrophorum, P. levii. 
3 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Coleta de amostras de biópsia de Dermatite Digital, fluido ruminal, fezes, ambiente e pele íntegra 

analisadas pela técnica de sequenciamento de nova geração probes V1 e V2 e probes V3 e V4. 

Amostras 

Biópsia 

Dermatite 

Digital 

Fluido ruminal Fezes 

Ambiente (pista 

de alimentação, 

bebedouro, sala 

de espera, lava 

pé, pedilúvio). 

Pele íntegra 

Probes V1 eV2 35 13 13 -     3 

Probes V3 e V4 24 13 13 5      - 

http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp
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4.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises das variáveis dicotômicas das frequências bacterianas, densidades bacterianas 

classificadas como escore 3, frequência de filotipos e densidade de filotipos classificados como 

escore 3, foram realizadas utilizando o software estatístico BioStat V5 versão 2009 e o teste 

utilizado foi Exato de Fisher. Considerando nível de significância P≤0,05 (Sampaio, 2010). 

 

                                              5. RESULTADOS 

 
5.1 MICROBIOMAS ENCONTRADOS EM LESÕES DE DERMATITE DIGITAL POR 

ANÁLISE DE FISH 

 

Nas 31 biópsias de DD foi encontrada a presença bacteriana em 96,55% das lesões e as bactérias 

do gênero Treponema foram as mais frequentes, estando presentes em 93,55% das lesões (Fig. 

1). Já D. nodosus estava presente em 58,06% (Fig. 2); F. necrophorum em 35,49% (Fig. 3) e P. 

levii em 33,43%, (Fig. 4), Tab.3 e Fig. 5. 

 

Para a densidade de bactérias dentro de cada amostra foi realizado uma classificação de 0 a 3, 

onde: (escore 0, representa nenhuma hibridização ou seja, nenhuma bactéria encontrada; escore 

1, hibridização escassa, onde  foi encontrado uma quantidade de até 5% do número total de 

bactérias na amostra; escore 2, hibridização moderada entre 5% e 10% do número total de 

bactérias e escore 3, hibridização forte, mais do que 10% do número total de bactérias) essas 

classificações foram realizadas de acordo com Rasmussen et al. (2012) e Klitgaard et al. (2013). 

As bactérias do gênero Treponema foram as que tiveram maior densidade nas amostras 

analisadas. Elas apresentaram escore 3 em 70,97% das amostras. Enquanto isso D. nodosus 

apresentou escore 3 em 22,57% das amostras; F. necrophorum apresentou escore 3 em 9,68% das 

amostras; e P. levii apresentou escore 3 em 6.67%, esses dados e os demais escores estão 

demonstrados na Tab. 3 e Fig 5. 

 



32 
 

 
Figura 1. Treponemas vistos em cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital pelo método de FISH 

de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

 
Figura 2. Dichelobacter nodosus vistos em cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital pelo método 

de FISH de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 
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Figura 3. Fusobacterium necrophorum visto em cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital pelo 

método de FISH de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

 
Figura 4. Porphyromonas levii visto em cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital pelo método 

de FISH de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 
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Tabela 3. Frequência bacteriana e seus escores de densidade pelo método de FISH em cortes histológicos 

de biópsias de Dermatite Digital (n=31), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil.  

Frequência % 

Escore Bactéria Treponema D. nodosus F. necrophorum P. levii 

1 3,45 0,00 19,35 22,58 26,67 

2 41,38 22,58 16,13 3,23 0,00 

3 51,72 70,97 22,58 9,68 6,67 

Total 96,55 93,55 58,06 35,48 33,33 

 

 
Figura 5. Frequência bacteriana e seus escores de densidade pelo método de FISH em cortes histológicos 

de biópsias de Dermatite Digital (n=31), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

Tabela 4: Comparação entre frequências de identificação bacteriana pelo método de FISH em cortes 

histológicos de biópsias de Dermatite Digital analisado pelo método exato de Fisher. 

Comparação entre frequências de identificação bacteriana Valor de p 

Treponema 93.55%A D. nodosus 58,06%B 0,011 

Treponema 93.55%A F. necrophorum 35,48%B 0 

Treponema 93.55%A P. levi 33,33%B 0 

D. nodosus 58,06% F. necrophorum 35,48% 0,063 

D. nodosus 58,06%A P. levi 33,33%B 0,0366 

F. necrophorum 35,48% P. levi 33,33% 0,5 

Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferença estatística pelo método exato de Fisher 

(p≤0,05). 
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Tabela 5. Comparação entre frequências de escore de densidade 3 entre bactérias pelo método de FISH em 

cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital analisado pelo método exato de Fisher. 

Comparação entre frequências de escore de densidade 3 entre bactérias Valor de p 

Treponema 70,97%A D. nodosus 22,58%B 0,0001 

Treponema 70,97%A F. necrophorum 9,68%B 0 

Treponema 70,97%A P. levi 6.67%B 0 

D. nodosus 22,58% F. necrophorum 9,68% 0,1499 

D. nodosus 22,58% P. levi 6.67% 0,0723 

F. necrophorum 9,68% P. levi 6.67% 0,4737 

Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferença estatística pelo método exato de Fisher 

(p≤0,05). 

 

As bactérias do gênero Treponema foram encontradas em quase todas as amostras (93,55%) e em 

alta densidade a maior parte das vezes (70,97%) apresentando diferença estatística (p≤0,05) em 

comparação com D. nodosus, F. necrophorum e P. levii, evidenciando sua importância na 

etiologia da DD, (Tab. 4 e Tab.5). Dessa forma, o próximo passo foi selecionar 13 amostras das 

31 positivas para Treponemas e classificá-las quanto à presença de diferentes filotipos. Foram 

identificados sete filotipos diferentes nas amostras de DD, T. pedis, T. refringes, T. phagedenis, 

T. medium e alguns filotipos que não foram previamente cultivados e foram classificados nesse 

estudo como: PT18, PT13 e PT3 de acordo com Klitgaard et al. (2008). Foi utilizado também 

sondas específicas para a pesquisa de T. dentícola e o filotipo classificado como PN20, porém 

não foram encontrados em nenhuma biópsia de DD nesse trabalho. T. refringes estava presente 

em 100% das amostras, T. phagedenis, em 91,66%; T. medium em 80% T. pedis, em 74,99%; 

PT18 em 75%; PT13, em 45,45% e PT3, presente em 41.6% das amostras (Tab. 6 e Fig. 6). Não 

foi identificada diferença estatística entre a frequência dos filotipos T. refringes, T. phagedenis, 

T. medium e T. pedis. Quando os filotipos T. refringes e T. phagedenis foram comparados aos 

filotipos PT3 e PT13 foi encontrado diferença estatística entre eles (Tab. 7). 

 

Quanto aos escores de densidade bacteriana, T. phagedenis foi o filotipo que apresentou maior 

frequência de escore 3 (83,33%) em relação aos filotipos T. medium (30,0%) e T. refrigens 

(33,33%) (p≤0,05), porém foi semelhante ao T. pedis (58,33%). A densidade bacteriana do 

filotipo T. pedis nas lesões estudadas ficou numa posição intermediária entre o T. phagedenis e 

os outros filotipos, uma vez que ela é semelhante às frequências de escore 3 dos filotipos T. 

médium e T. refringens (p>0,05). No entanto T. pedis apresentou diferença estatística quando 

comparado aos filotipos PT13 e PT18 e T. phagedenis também apresentou diferença estatística 

quando comparado aos filotipos PT3, PT18 e PT13 (Tab. 8). 
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Tabela 6.  Frequência de filotipos de Treponemas e seus escores de densidade pelo método de FISH em 

cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital (n=13), de vacas em uma propriedade localizada em 

MG, Brasil. 

Frequência % 

Escore PT18 T. pedis PN20 
T. 

refringens 

T. 

denticula 

T. 

phagedenis 

T. 

medium 
PT13 PT3 

1 33,33 8,33 0,00 33,33 0,00 8,33 20,00 9,09 0,00 

2 25,00 8,33 0,00 33,33 0,00 0,00 30,00 18,18 8,33 

3 16,67 58,33 0,00 33,33 0,00 83,33 30,00 18,18 33,33 

Total 75,00 75,00 0,00 100,00 0,00 91,67 80,00 45,45 41,67 

 

 
Figura 6. Frequência de filotipos de Treponemas e seus escores de densidade pelo método de FISH em 

cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital (n=13), de vacas em uma propriedade localizada em 

MG, Brasil. 
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Tabela 7. Comparação entre frequências de identificação de filotipos de Treponema pelo método de FISH 

em cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital analisado pelo método exato de Fisher. 

Comparação entre frequências de identificação de filotipos de Treponema Valor de p 

T. pedis 75% T. refringens 100% 0,11 

T. pedis 75% T. phagedenis 91,67% 0,2487 

T. pedis 75% T. medium 80% 0,6702 

T. refringens 100% T. phagedenis 91,67% 0,5 

T. refringens 100% T. medium 80% 0,11 

T. phagedenis 91,67% T. medium 80% 0,2487 

T. phagedenis 91,67%A PT13 45,45%B 0,0143 

T. phagedenis 91,67%A PT3 41,67%B 0,0054 

T. refringens 100%A PT13 45,45%B 0,0026 

T. refringens 100%A PT3 41,67%B 0,0008 

Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferença estatística pelo método exato de Fisher 

(p≤0,05). 

 
Tabela 8. Comparação entre frequências de identificação de escore de densidade 3 de filotipos de 

Treponema pelo método de FISH em cortes histológicos de biópsias de Dermatite Digital analisado pelo 

método exato de Fisher. 

Comparação entre frequências de identificação de escore de densidade 3 de filotipos 

de Treponema 
Valor de p 

T. pedis 58,33% T. refringens 33,33% 0,2141 

T. pedis 58,33% T. phagedenis 83,33% 0,1 

T. pedis 58,33% T. medium 30% 0,2141 

T. refringens 33,33%A T. phagedenis 83,33%B 0,0077 

T. refringens 33,33% T. medium 30% 0,6628 

T. phagedenis 83,33%A T. medium 30%B 0,0077 

T. pedis 58,33%A PT18 16,67%B 0,0482 

T. phagedenis 83,33%A PT18 16,67%B 0,0006 

T. pedis 58,33%A PT13 18,18%B 0,0482 

T. phagedenis 83,33%A PT13 18,18%B 0,0006 

T. phagedenis 83,33%A PT3 33,33%B 0,0077 

Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferença estatística pelo método exato de Fisher 

(p≤0,05). 

 
5.2 DISTRIBUIÇÃO ESPACIAL DAS DIFERENTES BACTÉRIAS ENCONTRADAS NAS 

LESÕES DE DERMATITE DIGITAL PELO MÉTODO DE FISH 

 

A invasão bacteriana total dentro da epiderme em cada amostra de biópsia foi pontuada de 0 a 3, 

de acordo com Rasmussen et al. (2012) e Klitgaard et al. (2013). Os Treponemas foram as 

bactérias encontradas na parte mais profunda da lesão, com 81,25% classificadas como escore 3; 

12,5% escore 2 e 6,25% escore 1. Dentre os vários filotipos de Treponema achados nesse estudo, 

aqueles que foram encontrados na parte mais profunda das lesões foram T. refringes com 83,33% 



38 
 

das amostras classificadas como escore 3; 8,33% escore 2 e 8,33% escore 1 e T phagedenis com 

81,82% das amostras classificadas como escore 3 e 18,18% escore 1. T. pedis com 66,67% das 

amostras classificadas como escore 3 e 33,33% escore 1; ambos os filotipos PT13 e PT3 tiveram 

60% das amostras classificadas como escore 3 e a principal diferença foi que PT3 teve 20% das 

biópsias classificadas como escore 2 e PT13 não foi encontrado na parte intermediária da lesão; 

T. medium teve 37,5% das amostras classificadas como escore 3; 50% escore 2 e 12,5% escore 

1; PT18 teve 33,33% das amostras classificadas como escore 3 e 66,67% escore 1. A bactéria P. 

levii foi encontrada em 100% das amostras na parte superficial da lesão (escore 1); D. nodosus 

teve 25% das amostras classificadas em escores 3 e 2 e 50% como escore 1; F. necrophorum teve 

25 % das amostras classificadas como escore 3 e 2 e 50% classificadas como escore 1 (Tab. 9 e 

10 e Fig. 7). 

 
Tabela 9. Distribuição espacial das bactérias pelo método de FISH, em cortes histológicos de biópsias de 

Dermatite Digital (n=31), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

Frequência %     

 Treponema D. nodosus P. levii F. necrophorum 

Escore 1 6,25 50,00 100,00 50,00 

Escore 2 12,50 25,00 0,00 25,00 

Escore 3 81,25 25,00 0,00 25,00 

 
Tabela 10. Distribuição espacial dos filotipos de Treponema pelo método de FISH, em cortes histológicos 

de biópsias de Dermatite Digital (n=13), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

Frequência %          

 PT18 T. pedis PN20 
T. 

refringens 

T. 

denticula 

T. 

phagedenis 

T. 

medium 
PT13 PT3 

Escore 1 66,67 33,33 0,00 8,33 0,00 18,18 12,50 40,00 20,00 

Escore 2 0,00 0,00 0,00 8,33 0,00 0,00 50,00 0,00 20,00 

Escore 3 33,33 66,67 0,00 83,33 0,00 81,82 37,50 60,00 60,00 
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Figura 7. Distribuição espacial das bactérias e filotipos de Treponema pelo método de FISH, em cortes 

histológicos de biópsias de Dermatite Digital, de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, 

Brasil. 

 

5.3 MICROBIOMA ENCONTRADO NAS LESÕES DE DERMATITE DIGITAL PELA 

TÉCNICA DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO. 

 
Tabela 11. Número de leituras de sequências de DNA realizadas nas amostras de rúmen, fezes e lesão de 

Dermatite Digital com identificação do gênero pela técnica de sequenciamento de nova geração probes V1 

e V2. 

Probes V1 e V2 

Total de leituras Ambiente Rúmen Fezes Lesão 

Realizadas - 435.780 383.603 1.050.073 

Com identificação do gênero - 259.710 145.162 452.753 

 

Tabela 12. Número de leituras de sequências de DNA nas amostras de ambiente, rúmen, fezes e lesão de 

Dermatite Digital com identificação dos filotipos pela técnica de sequenciamento de nova geração probes 

V3 e V4. 

Probes  V3 e V4   

Total de leituras Ambiente Rúmen Fezes Lesão 

Realizadas 48.530 205.088 153.737 897.039 

Com identificação da espécie 12.651 11.430 1.480 516.746 

 

Nas 35 amostras de lesões submetidas à técnica de sequenciamento de nova geração pelas probes 

V1 e V2 realizou-se 1.050.073 leituras de sequências de DNA e em 452.753 foi possível 

identificar o gênero. Foi encontrado um grande número de bactérias e os Treponemas estavam 
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presentes em 68,6% das lesões, Porphyromonas em 91,4%, Mycoplasma em 85,7%, 

Helcococccus em 74,4%, Corynebacterium em 60%, Fusobacterium em 45,7%, Dichelobacter 

em 40%, e Alloiococcus em 17,1% (Fig. 8). Quando foi avaliado a proporção de bactérias por 

amostra, verificou-se que os Treponemas apresentaram maior número de amostras com alta 

densidade. Quase metade, 48,6% das lesões era composta por mais de 20% de Treponemas; 

34,3% das lesões eram compostas por mais de 50% de Treponemas e 20% das lesões eram 

compostas por mais de 80% de Treponemas; 48.6% das lesões eram compostas por mais de 20% 

de Porphyromonas; 14,3% das lesões eram compostas por mais de 20% de Mycoplasma; 8,6% 

das lesões eram compostas por mais de 20% de Fusobacterium e 2,9% das lesões eram compostas 

por mais de 20% de Alloiococcus, Helcococccus e Corynebacterium (Tab. 13). 

 

 
Figura 8. Bactérias encontradas nas lesões de Dermatite Digital pela técnica de sequenciamento de nova 

geração com as probes V1 e V2 (n=35), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 
Tabela 13. Bactérias encontradas em maiores proporções no microbioma de lesões de Dermatite Digital 

pela técnica de sequenciamento de nova geração com as probes V1 e V2 (n=35), de vacas em uma 

propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

Proporção bacteriana DD >20% >50% >80% 

Treponema 48,6% 34,3% 20,0% 

Porphyromonas 48,6% 0,0% 0,0% 

Mycoplasma 14,3% 0,0% 0,0% 

Fusobacterium 8,6% 0,0% 0,0% 

Alloiococcus 2,9% 0,0% 0,0% 

Helcococccus 2,9% 0,0% 0,0% 

Corynebacterium 2,9% 0,0% 0,0% 

 

Foram utilizadas as probes V3 e V4 (específicas para bactérias do gênero Treponema) nas 

amostras positivas para essas bactérias nas probes V1 e V2 (n=24) e realizou-se 897.039 leituras 

de sequências de DNA e em 516.746 foi possível identificar a espécie. Foi encontrado em grande 
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parte das amostras Treponemas ainda não cultivados e não classificados pela literatura. Os 

filotipos descritos e encontrados com maior frequência nas lesões foram: T. phagedenis, T. pedis, 

T. refringes e T. medium, como demostrado na Fig. 9. 

 

 
Figura 9. Treponemas encontradas nas lesões de Dermatite Digital pela técnica de sequenciamento de nova 

geração com as probes V3 e V4 (n=24), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

Na comparação de frequências das duas técnicas, FISH e sequenciamento os resultados de 

Treponema, Dichelobacter e Fusobacterium foram semelhantes, porém Porphyromonas na 

técnica de FISH foi encontrada em 33,33% das amostras e na técnica de sequenciamento em 

91,43%. A diferença dos dois métodos é que FISH procura especificamente a espécie, já o 

sequenciamento o gênero (Fig. 10).    
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Figura 10. Comparação da frequência Treponemas, D. nodosus, F. necrophorum e P. levii encontradas em 

lesões de Dermatite Digital pelo método de FISH e sequenciamento de nova geração, de vacas em uma 

propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

5.4 MICROBIOMAS ENCONTRADOS NO RÚMEN E NAS FEZES DE VACAS LEITEIRAS 

PORTADORAS DE DERMATITE DIGITAL PELA TÉCNICA DE SEQUENCIAMENTO DE 

NOVA GERAÇÃO 

 

Utilizando as probes V1 e V2 realizou-se 435.780 leituras de sequências de DNA e em 259.710 

foi possível identificar o gênero. Foi encontrado no fluido ruminal diversas espécies bacterianas, 

incluindo bactérias do gênero Treponema, como demostrado na Fig. 11, porém a proporção média 

de Treponemas no fluido ruminal foi baixa, essas bactérias foram encontradas na proporção média 

de 0,87%. Nas amostras fecais também utilizando as probes V1 e V2 realizou-se 383.603 leituras 

de sequências de DNA e em 145.162 foi possível identificar o gênero. Foram encontradas 

diferentes espécies bacterianas, incluindo os Treponemas, como demonstrado na Fig. 12. As 

proporções médias dos Treponemas nas amostras fecais também foram baixas, 1,36%. As 

mesmas amostras (rúmen e fezes) foram testadas com as probes V3 e V4 e no fluido ruminal foi 

encontrado em grande frequência, Treponemas ainda não cultivados e não identificados na 

literatura. Os filotipos T. zioleckii, T. bryantii, T. berlinense e Sphaerochaeta globosa também 

foram encontrados no rúmen, mas em baixas proporções como demonstrado na Fig. 13. As 

amostras fecais também foram dominadas por Treponemas ainda não identificados na literatura e 

os filotipos T. zioleckii, T. bryantii, T. berlinense também foram encontrados em baixas 

proporções nas fezes como demostrado na Fig. 14. Nenhum desses filotipos identificados no 

ambiente ruminal e nas fezes foram encontrados nas lesões de DD nesse estudo. 

 

 
Figura 11. Bactérias encontradas no rúmen pela técnica de sequenciamento de nova geração com as probes 

V1 e V2 (n=13), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 
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Figura 12. Bactérias encontradas nas fezes pela técnica de sequenciamento de nova geração com as probes 

V1 e V2 (n=13) de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

 
Figura 13. Treponemas encontrados no rúmen pela técnica de sequenciamento de nova geração com as 

probes V3 e V4 (n=13), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

20_fez 19_fez 18_fez 8_fez 9_fez 6_fez 15_fez 7_fez 16_fez 17_fez 13_fez 14_fez 12_fez

Outras

Fibrobacter

Succinivibrio

Prevotellaceae uncl

Treponema

Ruminobacter

Prevotella

Clostridia uncl

Bacteroidetes uncl

Alistipes

Lachnospiraceae uncl

Bacteroides

Bacteroidia uncl

Ruminococcaceae uncl

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Treponema zioleckii

Treponema bryantii

Treponema berlinense

Treponema unclassified

Sphaerochaeta globosa



44 
 

 
Figura 14. Treponemas encontrados nas fezes pela técnica de sequenciamento de nova geração com as 

probes V3 e V4 (n=13), de vacas em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 
5.5 TREPONEMAS ENCONTRADOS NO AMBIENTE 

 

Nas amostras ambientais com as probes V3 e V4 foram realizadas 48.530 leituras de sequências 

de DNA e em 12.651 foi possível identificar a espécie. No bebedouro foi encontrado a presença 

de Treponemas e 100% dos Treponemas encontrados não foram previamente cultivados e 

identificados na literatura. No lava-pé foi encontrado 26% de Treponemas ainda não identificados 

e 74% do filotipo T. zuelzerae. Na sala de espera da ordenha foi encontrado 18,2% de Treponemas 

ainda não identificados e 81.8% do filotipo T. zuelzerae; na pista de alimentação 100% dos 

Treponemas encontrados não foram ainda classificados pela literatura e no pedilúvio 100% dos 

Treponemas encontrados eram do filotipo T. medium. Esses dados estão demonstrados na Fig. 15. 

T. zuelzerae não foi identificado em nenhuma lesão de DD nesse trabalho, já T. medium foi 

encontrado com alta frequência e altas proporções nas lesões de DD. 
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Figura 15. Treponemas encontradas no ambiente pela técnica de sequenciamento de nova geração com as 

probes V3 e V4 em uma propriedade localizada em Minas Gerais, Brasil. 

 

5.6 ASSOCIAÇÃO ENTRE AS BACTÉRIAS PESQUISADAS PELO MÉTODO DE FISH EM 

LESÕES DE DERMATITE DIGITAL 

 

Treponemas e D. nodosus foram encontrados juntos em 58,06%; Treponemas e F. necrophorum 

em 32,26%; Treponemas e P. levii em 25,81%. D. nodosus e F. necrophorum 25,81%; D. nodosus 

e P. levii 19,35%. F. necrophorum e P. levii 19,35%. Os quatro agentes juntos foram encontrados 

em 9,68% das lesões. 

  

5.7 CLASSIFICAÇÃO DAS LESÕES DE DERMATITE DIGITAL E MICROBIOMA 

ENCONTRADO NA PELE ÍNTEGRA 

 

As lesões de DD foram classificadas de M1 a M4.1 de acordo com a classificação proposta por 

Dopfer et al. (1997) e Zinicola et al. (2015) e foram encontradas: quatro lesões na fase M1; 26 

lesões na fase M2 e sete lesões na fase M3, as fases M4 e M4.1 não foram avaliadas nesse estudo. 

As fases M1 e M2 foram dominadas principalmente por bactérias do gênero Treponema, já a fase 

M3 foi dominada pelas bactérias do gênero Phorphyromonas (Fig. 16). 

  

As três amostras de pele íntegra foram coletadas adjacentes à lesão de DD e foram nomeadas 

como: PI1, PI2 e PI3. Pela técnica de sequenciamento de nova geração probes V1 e V2 os filos 

predominantes encontrados na amostra PI1 foram: Firmicutes e Bacteroidetes e as bactérias mais 

frequentes foram: Porphyromonas, Fusobacterium, Anaerococus e Peptoniphilus. Na amostra 

PI2 foram encontrados os filos Firmicutes e Bacteroidetes e as bactérias mais frequentes foram: 

Corynebacterium, Peptoniphilus e Murdochiella. Na amostra PI3 foram também encontrados os 

filos Firmicutes e Bacteroidetes e as bactérias mais frequentes foram: Porphyromonas, 

Corynebacterium, Murdochiella, Anaerococus e Peptoniphilus. Pela técnica de FISH foi 

encontrado a presença de Treponemas na amostra PI1, na amostra PI2 foi encontrado a presença 

de D. nodosus, ambos na parte superficial da lesão e na amostra PI3 nenhuma das duas bactérias 

pesquisadas foi encontrada. 
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Figura 16. Microbiomas encontrados nas fases M1, M2 e M3 da Dermatite digital pela técnica de 

sequenciamento de nova geração probes V1 e V2 (n=35), de vacas em uma propriedade localizada em 

Minas Gerais, Brasil. 

 

6. DISCUSSÃO 
 

6.1 MICROBIOMAS ENCONTRADOS NAS LESÕES DE DERMATITE DIGITAL 

 

Os resultados encontrados nesse estudo pela técnica de FISH e sequenciamento de nova geração 

reforçam o conceito de que bactérias do gênero Treponema são os agentes mais importantes 

envolvidos na patogênese da DD, sugerindo uma etiologia “multitreponemal” para essa doença. 

Esses resultados corroboram como os achados de diversos estudos, que também encontraram 

Treponemas como o agente predominante nas lesões (Krull et al, 2014; Zinicola et al, 2015; 

Nielsen et al, 2016). No presente trabalho os Treponemas foram encontrados em 93,55% das 

lesões e mais de 70% delas classificadas como escore de densidade 3, ou seja, os Treponemas 

estavam compondo mais de 10% do número total de bactérias encontradas, como demonstrado 

na Fig. 5 e Tab. 3. Estes resultados são semelhantes aos encontrados por Evans et al. (2008) que 

também encontraram filotipos de Treponema em mais de 90% das lesões de DD. Além disso, 

Klitgaard et al. (2013) verificaram que mais de 90% das lesões avaliadas foram também 

classificadas como escore de densidade 3 para Treponemas. Pela técnica de sequenciamento de 

nova geração, as bactérias do gênero Treponema também foram as que tiveram maiores 

proporções dentro das lesões de DD, com mais de 30% delas compostas por 50% ou mais de 

Treponemas e 20% compostas por mais de 80% de Treponemas, como demonstrados na Tab. 13. 

Esta etiologia “multitreponemal” parece ser uma característica fundamental para o 

desenvolvimento da doença. Essa teoria é apoiada por Gomez et al. (2012) que conseguiram 

reproduzir a doença a partir da inoculação de um macerado de lesões de DD na pele de animais 

sadios. Faz-se necessário destacar que essa infecção se estabeleceu após as extremidades dos 

membros posteriores destes animais terem sido enfaixadas, umedecidas e mantidas em um 

ambiente de anaerobiose por um período de 12 a 25 dias. Nesta situação extrema, foi reproduzida 

a lesão de DD e detectada a presença de Treponemas pela técnica de FISH.  

 

As bactérias do gênero Treponema foram os agentes mais frequentes encontrados nas partes 
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profundas da lesão, com mais de 80% delas classificadas como escore 3, ou seja, elevado número 

de bactérias invasivas, (Tab. 9 e Tab. 10). Lux et al. (2001) avaliando doenças periodontais em 

seres humanos causados por Treponemas, principalmente por T. denticola, mostraram que a 

capacidade de penetrar nos tecidos é um importante fator de virulência de espiroquetas 

patogênicas e que sua motilidade permite que elas invadam o tecido e migrem para locais 

favoráveis à sua proliferação. Embora seja evidente que Treponemas patogênicos migrem para o 

interior dos tecidos, é ainda pouco esclarecido se esses movimentos são aleatórios ou dirigidos 

por um sistema de quimiotaxia. Uma teoria sugerida por esses autores é que moléculas liberadas 

pelas células danificadas podem ser captadas por quimiorreceptores desses agentes e podem atraí-

los para esses pontos enfraquecidos, facilitando assim, sua penetração. A doença periodontal é 

uma infecção mista e complexa semelhante à DD, que envolve fatores de virulência, tais como, 

adesão tecidual, supressão imunitária e destruição do tecido (Chan et al, 1993). Outros fatores de 

virulência também já foram identificados em Treponemas causadores de doenças periodontais em 

seres humanos, como a produção de adesinas e de enzimas proteolíticas e colagenolíticas que 

causam danificação e destruição tecidual (Rosen et al, 1994; Rosen et al, 1995). 

 

Vários trabalhos já mostraram que bactérias do gênero Treponema podem causar algum grau de 

depressão das respostas imunológicas, prejudicando não só a resposta imune inata, mas também 

a reparação tecidual (Shenker et al, 1984; Sela et al, 1997; Losinger et al, 2006). Se todos esses 

fatores de virulência encontrados nos Treponemas causadores da doença periodontal em seres 

humanos estiverem presentes nos Treponemas que causam a DD, é possível que este agente possa 

sozinho, colonizar e lesar o tecido sadio através da produção de enzimas proteolíticas e 

colagenolíticas, formando assim a lesão de DD. Trabalhos como de Kligaard et al. (2013) 

mostraram que a presença de outras bactérias que não pertenciam ao gênero Treponema nas partes 

intermediárias e profundas das lesões foram insignificantes.  

                                          

Foram identificados sete filotipos de Treponema nas amostras de DD pela técnica de FISH. Não 

foi verificada diferença entre a frequência dos filotipos T. refringes, T. phagedenis, T. médium e 

T. pedis, porém houve diferença estatística de frequência entre T. refringes e T. phagedenis 

quando comparados com PT13 e PT3. É importante destacar que T. phagedenis foi o filotipo 

encontrado em maior densidade. A observação dos resultados da análise estatística sugere que o 

T. pedis ocupe uma posição intermediária entre o T. phagedenis e os filotipos T. refringes e T. 

pedis em relação a densidade Tab. 4 e Tab.5. T. pedis apresentou diferença estatística quando 

comparado aos filotipos PT3 e PT18 e T. phagedenis também apresentou diferença estatística 

quando comparado aos filotipos PT3, PT18 e PT13. Klitgard et al (2013) semelhante a este 

trabalho também encontrou os filotipos PT3, PT18 e PT13 em menores frequências e densidades 

nas lesões.  

 

Os filotipos achados nesse estudo, também foram encontrados em diversos trabalhos realizados 

em diferentes países no mundo (Klitgaard et al, 2008; Santos et al, 2012; Klitgaard et al, 2013; 

Krull et al, 2014; Nielsen et al, 2016). Pela técnica de sequenciamento de nova geração foram 

encontrados os filotipos T. phagedenis, T. pedis, T. refringes e T. medium e em grande proporção 

Treponemas ainda não identificados e classificados pela literatura.  

 

Apesar da DD ser uma doença extremamente importante, que leva os animais a severas 

claudicações e elevadas perdas econômicas, principalmente na bovinocultura de leite, este 

trabalho é um dos poucos estudos no Brasil que utilizaram técnicas moleculares para tentar 

descrever os possíveis agentes patogênicos envolvidos nessa enfermidade. Nascimento et al. 

(2015) utilizando a técnica de PCR foi o primeiro trabalho que descreveu as espécies de 
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Treponemas em lesões de DD em rebanhos leiteiros no sul do Brasil. Eles encontraram os filotipos 

T. phagedenis, T. medium, T. vicentii, T. dentícola e T. putidium juntos em mais de 80% das 

biópsias de DD. No presente trabalho, pela alta frequência, alta proporção e distribuição espacial, 

os filotipos T. phagedenis, T. pedis e T. refringes, diagnosticados pela técnica de FISH, são os 

principais Treponemas envolvidos na DD. Além disso, os dados apresentados nesse estudo pela 

técnica de sequenciamento de nova geração mostram que grande parte das lesões apresentaram, 

em altas proporções, Treponemas ainda não classificados pela literatura, levando a hipótese de 

que podem existir mais filotipos participando da etiologia dessa enfermidade. Diante dessa 

realidade são necessários mais estudos sobre a etiologia dessa doença tão importante e melhor 

definição da participação de outras espécies de Treponema. 

 

 Outras bactérias encontradas com alta frequência nas lesões foram D. nodosus e F. necrophorum, 

Tab. 3 e Fig. 5. A Dermatite interdigital dos bovinos tem como principal agente etiológico D. 

nodosus (Cervigni et al, 2008). Já o Flegmão interdigital que se caracteriza por uma inflamação 

aguda e difusa, com hipertermia local, hiperemia, edema, aumento de volume acentuado e dor, 

levando a manqueira grave nos animais, tem como principal agente o F. necrophorum (Nicolleti, 

2004). Esses dois agentes também agem em sinergismo para causar o footrot ou pododermatite 

infecciosa dos ovinos, uma doença contagiosa onde D. nodosus é o agente primário e F. 

necrophorum o agente secundário (Bishop et al, 2010; Egertoon et al, 1969; Witcomb et al, 2014). 

Maboni et al. (2016) também concordam com essa teoria, mas reforça que são necessários mais 

estudos para compreender a ação sinérgica entre esses dois microrganismos e elucidar melhor 

quem é o agente etiológico primário e quem é o secundário e como ocorre essa interação. 

 

Rasmunssen et al. (2012) semelhante a esse estudo, encontraram a presença de D. nodosus em 

51% das biópsias de DD e levantaram a hipótese de que D. nodosus através da sua produção de 

proteases extracelulares, podem causar danos ao tecido e facilitar a penetração e colonização de 

bactérias do gênero Treponema, dessa forma esses dois agentes podem agir sinergicamente, 

principalmente na fase inicial da doença. Em relação ao F. necrophorum outros trabalhos também 

já conseguiram identificá-lo nas lesões (Sullivan et al, 2015; Nielsen et al, 2016), porém ainda 

não foi elucidado sua real participação na DD. Esses dois agentes foram encontrados em 

densidades inferiores aos Treponemas e, além disso, mais de 80% das biópsias encontraram 

Treponema na parte mais profunda da lesão, contra 25% de D. nodosus e F. necrophorum. Esses 

microrganismos podem ter uma contribuição no estabelecimento da lesão a partir da produção de 

proteases, abrindo portas de entrada ou criando ambientes favoráveis ao Treponema ou ainda 

colonizando tecidos lesados primariamente pelos Treponemas e ocasionando necrose. 

 

Alguns trabalhos mostram uma associação sinérgica de P. levii e F. necrophorum para ocasionar 

o flegmão interdigital (Quinn et al, 2005) e, além disso, a espécie Porphyromonas gingivalis em 

associação com T. denticola podem levar a doenças periodontais crônicas em seres humanos. Esta 

bactéria, P. gingivalis, é conhecida por ter vários fatores de virulência que causam destruição e 

penetração no tecido conjuntivo periodontal, como a produção de proteases, metaloproteinases e 

colagenases que causam lesão tecidual. Possuem também a presença de fimbrias para adesão e 

colonização ao tecido e são bactérias anaeróbicas, Gram negativas, que tem em sua parede 

lipopolissacarídeos (LPS) que estimulam grandes respostas inflamatórias e perturbam o processo 

de remodelação óssea e reparação do tecido (Walter et al, 2004; How et al, 2016; Leon et al, 

2016).  

 

Nesse trabalho P. levii foi encontrada pela técnica de sequenciamento de nova geração como uma 

das bactérias mais frequentes e pelo método de FISH, esteve presente apenas na parte superficial 
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da lesão, além disso, foi encontrada em duas de três amostras de pele íntegra. Vale a pena destacar 

que pelo método de FISH foi realizado diagnóstico apenas da espécie P. levii, enquanto no método 

de sequenciamento diagnosticou-se o Gênero Porphyromonas em alta frequência e proporção. 

Assim, merece destaque, a possibilidade de outras espécies de Porphyromonas estarem 

envolvidas na patogenia da DD. Este agente pode ter uma participação na fase inicial da doença, 

agindo em sinergismo com outras bactérias para colonização do tecido ou podem ser bactérias 

oportunistas que colonizam a lesão secundariamente. Ou até mesmo estarem diretamente ligadas 

com a patogênese da DD. Como ocorre também com D. nodosus e F. necrophorum. A 

Porphyromonas foi encontrada em grande proporção pela técnica de sequenciamento de nova 

geração na fase M3 da DD, o que sugere uma colonização mais tardia da lesão. 

 

Outro agente encontrado nesse estudo pela técnica de sequenciamento de nova geração foram as 

bactérias do gênero Mycoplasma, esse microrganismo foi achado em 85,7% das lesões e em 

14,3% delas teve uma proporção maior que 20% em relação ao número total de bactérias 

encontradas (Fig.8, Tab.13). Mycoplasmas são os menores procariontes com replicação 

autônoma, sendo bactérias extracelulares com afinidade pelas mucosas, onde vivem como 

comensais ou patógenos. Esse agente pode causar várias doenças nos bovinos como 

pleuropneumonias, artrites, ceratoconjuntivites e mastites, porém seus fatores de virulência não 

foram completamente esclarecidos (Radostits et al, 2016). Exceto pelo trabalho de Krull et al. 

(2014) que levantaram a hipótese de que Mycoplasma pode ter importância na transição de lesões 

iniciais para lesões ativas (M2), este agente até o momento não tem recebido muita atenção como 

um agente patogênico da DD. O trabalho de Krull et al. (2014) e Nielsen et al. (2016) foram os 

dois únicos trabalhos que identificaram esse agente em lesões de DD, logo são necessários mais 

estudos para elucidar sua importância e seu real papel na DD. 

 

As bactérias Corynebacterium, Alloicoccus e Helcococcus foram ambas encontradas em 2,9% 

das lesões com uma proporção maior que 20% do número total de bactérias pela técnica de 

sequenciamento de nova geração. Esses agentes quando encontrados em outros estudos como 

Zinicola et al. (2015), também foram achados em um número pequeno de biópsias de DD e a 

hipótese é que são agentes oportunistas que colonizam a lesão. 

 

No ano de 1870, Robert Koch propôs um número de critérios que tinha que ser preenchido por 

determinado agente para ser confirmado como causa de uma doença específica. Para os 

postulados de Koch serem preenchidos, o microrganismo deve ser demonstrado pelo isolamento 

em culturas puras dos tecidos de animais com a doença. Além disso, quando introduzido em um 

animal susceptível saudável, deve causar a doença. Deve também ser possível isolar o 

microrganismo do animal infectado experimentalmente e o isolado deve ser idêntico ao 

microrganismo original. Embora muitas doenças infecciosas dos animais possam preencher os 

postulados de Koch, fica claro que algumas não os preenchem. Os postulados de Koch não se 

aplicam a doenças causadas por patógenos oportunistas. Da mesma forma, também não são 

preenchidos por doenças causadas por agentes infecciosos múltiplos (Quin et al, 2005). 

 

Os resultados desse trabalho mostram que a DD é principalmente uma doença polimicrobiana 

com predomínio de bactérias do gênero Treponema. Devido a dificuldade em cultivar essas 

bactérias, associado à interação de vários agentes para causar a lesão de DD é que os postulados 

de Koch apresentam dificuldades para serem cumpridos na DD. 
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6.2 MICROBIOMAS ENCONTRADOS NO RÚMEN E FEZES DE VACAS LEITEIRAS 

 

Quando utilizado as probes V1 e V2 pela técnica de sequenciamento de nova geração, tanto no 

rúmen como nas fezes foram encontradas diversas espécies bacterianas, incluindo bactérias do 

gênero Treponema, que foram achadas em baixa proporção em relação ao total de bactérias. Essas 

bactérias foram encontradas na proporção média de 0,87% e 1,36% respectivamente. As mesmas 

amostras (rúmen e fezes) foram testadas com as probes V3 e V4 específicas para Treponema e 

foram encontradas em grande frequência Treponemas ainda não cultivados e identificados na 

literatura. Nenhum filotipo identificado no líquido ruminal e nas fezes foram encontrados nas 

lesões de DD nesse estudo. 

 

A transmissão da DD dentro dos rebanhos não é totalmente esclarecida, assim como sua etiologia, 

que é objeto de estudo a mais de três décadas. Nos últimos anos, alguns poucos trabalhos tentaram 

elucidar se existem outros locais que podem servir como reservatórios ou rotas de transmissão 

para DD dentro das propriedades. Uma possível hipótese é que os próprios bovinos possam ter 

em seu trato gastrointestinal bactérias do gênero Treponema e que os próprios animais sejam 

reservatórios e mantenham esses agentes dentro das fazendas. Evans et al. (2011) semelhante a 

esse estudo, não encontraram no trato gastrointestinal de bovinos os mesmos Treponemas 

relacionados à DD. Já Klitagaard et al. (2014) encontraram Treponemas relacionados à DD em 

amostras fecais de vacas leiteiras, porém a frequência destes foi extremamente baixa, sendo 

inferior a 0,5% do número total de bactérias. Nascimento et al. (2015) coletaram fluido ruminal 

de 15 vacas leiteiras portadoras de DD em sete diferentes propriedades e utilizando a técnica de 

PCR encontraram em 60% das amostras de líquido ruminal, pelo menos um dos filotipos 

patogênicos para DD, sendo T. phagedenis o mais frequente. Zinicola et al. (2015) também 

encontraram filotipos patogênicos relacionados a DD em amostras de fezes e líquido ruminal. 

 

Neste trabalho foi encontrado filotipos de Treponemas no rúmen e nas fezes caracterizados como 

não patogênicos, porque não estavam presentes nas lesões de DD, porém também foi encontrado 

em alta frequência filotipos ainda não identificados e não classificados na literatura tanto nas 

amostras de fezes e rúmen como nas lesões de DD. Isso leva a hipótese de que podem existir 

filotipos de Treponemas ainda não conhecidos e que estão causando a DD dentro dos rebanhos e 

o próprio bovino pode servir como um reservatório dessas bactérias, sendo esses agentes parte da 

flora comensal dos animais. 

                                    

6.3 TREPONEMAS ENCONTRADOS NO AMBIENTE 

 

No piso ao redor do bebedouro, lava-pés, sala de espera e pista de alimentação foi encontrado o 

filotipo T. zuelzerae que não foi achado em nenhuma lesão de DD e em grandes proporções 

Treponemas ainda não identificados e classificados pela literatura, no pedilúvio foi encontrado T. 

medium que esteve presente em altas frequências e altas densidades nas lesões de DD, como 

mostrado na Tab. 6. Klitgaard et al. (2014) também encontraram Treponemas nas amostras 

ambientais, mas em proporções muito baixas. Clegg et al. (2015) relataram um aumento nos casos 

de claudicação em alces selvagens na América do Norte e realizaram biópsias desses animais, 

sendo quatro, de alces clinicamente sadios e três de alces com uma lesão semelhante a DD. Foi 

encontrada a presença de Treponemas nas lesões e na pele íntegra não foi encontrado. Este foi o 

primeiro relato de DD em animais selvagens e uma das hipóteses levantadas pelos autores é que 

as pastagens utilizadas pelos alces foram anteriormente usadas por bovinos e ovinos, sugerindo 

que o ambiente pode atuar como um potencial reservatório para essas bactérias.  
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Como nas amostras colhidas de rúmen e fezes foi também encontado no ambiente uma alta 

frequencia de Treponemas ainda não identificados pela literatura, sugerindo que alguns locais 

dentro da propriedade possam servir como rotas de transmissão para esses microorganismos. 

Apesar de ter sido encontrado T.medium dentro do pedíluvio, o número de leituras para esse 

filotipo, pela técnica de sequenciamento de nova geração foi extremamente baixa, dessa forma 

não podemos afirmar que o pedilúvio, uma ferramenta importante para prevenção de doenças 

podais, possa ser também um veículo de transmissão de doenças. Ambientes úmidos e com grande 

quantidade de matéria orgânica podem aumentar a incidência e disseminação da DD (Relun et al, 

2013), mas existem poucos trabalhos que conseguiram isolar Treponema de amostras ambientais. 

 

6.4 MICROBIOMAS ENCONTRADOS NAS VÁRIAS FASES DA DERMATITE DIGITAL E 

NA PELE ÍNTEGRA  

 

O presente estudo identificou diferenças no microbioma de lesões de DD, nas fases M1, M2 e 

M3. As bactérias do gênero Treponema representaram na fase M1 mais de 50% do total de 

bactérias encontradas, na fase M2, Treponemas representaram quase 70% do total de bactérias 

encontradas e na fase M3, Treponemas já não foram mais vistos (Fig. 16). Nessa fase as bactérias 

predominantes foram Porphyromonas. Essa mudança da microbiota em diferentes fases da lesão 

também foi encontrada em outros trabalhos como Santos et al. (2012); Krull et al. (2014); Zinicola 

et al. (2015) e Nielsen et al. (2016) onde as fases M1 e M2 classificadas como lesões ativas, 

apresentaram um grande predomínio de bactérias do gênero Treponema e foram sendo 

substituídas gradativamente por outras bactérias nas fases M3 e M4, classificadas como lesões 

inativas.  

 

Nas três amostras de pele saudável os Filos predominantes encontrados pela técnica de 

sequenciamento de nova geração foram Firmicutes e Bacteroidetes, esses Filos também foram 

encontrados nos trabalhos de Santos et al. (2012) e Nielsen et al. (2016) e as bactérias 

predominantes na pele íntegra que também foram encontradas em médias e altas proporções nas 

lesões de DD foram Porphyromonas e Fusobacterium (amostra PI1) e Porphyromonas (amostra 

PI3). Pela técnica de FISH foi encontrado nas amostras PI1 a presença de Treponemas e na 

amostra PI2 a presença de D. nodosus. Como as biópsias de pele íntegra foram feitas adjacentes 

a lesão e não de animais clinicamente sadios, não se pode afirmar que essa seja a microbiota 

correspondente de um animal sadio, uma vez que a pele íntegra pode já ter sido invadida pelas 

bactérias da lesão de DD.  

 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Os resultados encontrados nesse estudo mostram que a DD é uma doença polimicrobiana. As 

bactérias do gênero Treponema parecem ser as mais importantes na sua etiologia, com presença 

de vários filotipos, o que a caracteriza como “multitreponemal”. Além dos Treponema, outras 

bactérias como D. nodosus, F. necrophorum e Phorphyromonas foram encontradas em 

intensidade variada entre as amostras e os métodos de diagnóstico utilizados. Com isso, há a 

necessidade de elucidar melhor a interação entre estas bactérias, bem como a participação dos 

filotipos de Treponemas, de forma a esclarecer quais são os verdadeiros agentes etiológicos 

primários e secundários, quais participam ativamente da formação da lesão e quais poderiam abrir 

portas de entrada ou criar ambientes favoráveis a proliferação das outras bactérias. Além disso, o 

trato gastrointestinal dos bovinos parece ser um reservatório para os Treponemas, porém não 

foram encontrados os mesmos filotipos presentes nas lesões. Vale a pena destacar que a maioria 
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dos filotipos encontrados pela técnica de sequenciamento de nova geração tanto no rúmen quanto 

nas lesões de DD, ainda são desconhecidos pela literatura.  

 

Apesar da DD ser amplamente distribuía dentro das propriedades leiteiras, com altas prevalências 

e incidências, existem propriedades livres dessa patologia, logo um estudo do microbioma do 

trato gastrointestinal e da pele sadia dos pés dos animais de propriedade livres da doença, 

precisam ser realizadas, para compreensão dos bovinos como reservatórios dessas bactérias.  

 

8. CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos neste trabalho, a partir da metodologia utilizada, permitem concluir que a 

etiologia da DD é “polimicrobiana e multitreponemal”. Existem vários filotipos de Treponema 

envolvidos na etiologia da DD, porém entre os conhecidos, o T. phagedenis e o T. pedis merecem 

destaque pela sua frequência e densidade. Existe um grande número de filotipos de Treponema 

ainda não classificados, circulando no ambiente e presentes nas lesões de DD e no trato 

gastrointestinal das vacas, sugerindo que a microbiota do trato gastrointestinal e o ambiente da 

fazenda podem atuar como reservatórios de bactérias envolvidas na patogênese da DD.  
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10. ANEXOS 
 

10.1 CERTIFICADO NO PROJETO NA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 
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