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I - RESUMO

Objetivando determinar a microbiota presente em abscesso solear, perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos e de lesGes de dermatite digital emprego da PCR
para detectar bactérias espiraladas em bovinos de aptidfes leiteira. Foi feita a coleta
de nove espécimes clinicos de bovinos acometidos de abscesso solear e foi possivel
a identificagdo de 108 amostras bacterianas obtidas de bovinos de trés fazendas
leiteiras (1, 2, e 3). Os anaerobios facultativos, representados por 107 amostras, a
familia Enterobacteracae foi mais prevalente, representando (75,0%) das amostras
identificadas. Destacam-se, Escherichia coli, que representou (35,2%) do total de
amostras identificadas, Klebsiella oxytoca (12,1%) e Enterobacter cloacae (8,3%).
Também foram identificados Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Enterobacter
agglomerans, Cronobacter sakazakii, Escherichia fergusoni, Klebsiella pneumoniae.
Dos bacilos Gram-positivo anaerobios facultativos, destacaram-se Bacillus spp
(9,2%), Corynebacterium aquaticum (3,7%) e, com menor frequéncia, C.
minutissimum, Brevibacterium spp e Listeria grayi. Entre os cocos Gram-positivo,
foram identificados Enterococcus faecalis. (2,7%), também foi identificado o bacilo
Gram-negativo Fusobacterium sp. anaerdbio obrigatério. A variedade de
microrganismos presente nos abscessos de sola confirma sua etiologia
polimicrobiana. Quanto ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, a partir de 67
amostras isoladas dos animais procedentes de duas fazendas (2,3), foi verificado
gue das amostras isoladas na fazenda 2, foram testadas 13 amostras de E.coli das
guais 12 eram resistentes a ampicilina /sulbactam e tetraciclina, enquanto que, na
fazenda 3, das 25 amostras de E.coli submetidas a testes 22 foram sensiveis para
ampicilina /sulbactam e apenas 11 para tetraciclina. Na fazenda 3, testadas 14
amostras de K. oxytoca, 8 foram sensiveis para ampicilina /sulbactam, assim como
11 para tetraciclina. Também nesta fazenda, foram testadas 9 amostras de E.
cloacae, das quais 8 mostraram-se resistentes a ampicilina /sulbactam e 7 foram
sensiveis para a tetraciclina, ja as 3 amostras de C. sakazakii, 2 foram resistentes
para ampicilina /sulbactam e 3 sensiveis para tetraciclina. Das 3 amostras testadas
de E. faecalis 2,da fazenda 2 e uma da fazenda 3 foram sensiveis para ampicilina
/sulbactam e resistentes para tetraciclina. Foram observadas variagbes quanto ao
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos ampicilina/ sulbactam e tretraciclina em

uma mesma fazenda e em fazendas diferentes. O DNA extraido de cultura pura de
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duas amostras de microrganismos espiralados isolados de bidpsias de dois animais,
acometidos de dermatite digital, da fazenda 1 foi amplificado por PCR e obtido um
fragmento de 900 pb. As analises dos nucleotideos dos seqiienciamentos somadas
aos resultados obtidos pela construcdo da arvore filogenética permitem-nos afirmar
gue os animais pesquisados sdo portadores de dermatite digital causada por
microrganismos de dificil cultivo. Foi encontrada uma similaridade de 99% destas
amostras sequenciadas com microrganismos nao cultivaveis, 75% de similaridade
para Treponema denticola, 70% para Treponema phagedenis e 68% para
Treponema pedis. Também foi feita PCR, utilizando DNAs extraidos de biopsias de
6 animais acometidos de dermatite digital na fazenda 4 e foi amplificado um
fragmento de 900pb para estas amostras. Os dados obtidos permitem sugerir a
aplicacdo da PCR para a confirmacéo do diagndstico de dermatite digital.

[I- ABSTRACT

With the purpose to determine the microorganisms present in the sole abscess, the
profile of antimicrobial susceptibility of bacterial samples isolated and for the digital
dermatitis lesions a PCR to deteced spirochaetes, from 9 clinical specimens collected
from dairy cattle affected by sole abscess, from three distinct farms it was possible to
identify 108 bacterial samples. Among the facultative anaerobes, representing 107
samples, the Enterobacteriaceae family was the most prevalent, representing 75.0%
of the samples identified. Among them, Escherichia coli represented (35.2%) of the
samples identified, Klebsiella oxytoca (12.1%) and Enterobacter cloacae (8.3%).
Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Enterobacter agglomerans, Cronobacter
sakazakii, Escherichia fergusoni, Klebsiella pneumoniae. Of the Gram-positive bacilli
facultative anaerobes, it could be highlighted the presence of the Bacillus spp (9.2%),
Corynebacterium aquaticum (3.7%) and, less frequently, C. minutissimum,
Brevibacterium spp and Listeria grayi. Among the Gram-positive cocci, Enterococcus
faecalis (2.7%) was identified. Fusobacterium spp was also identified among the
Gram-negative bacilli, strict anaerobe. The diversity of microorganisms present in
sole abscesses indicates its polymicrobial etiology. Concerning the profile of
antimicrobial susceptibility from 67 samples of animals coming from 2 farms (2 and
3), it was found that 12 out of 13 E. coli samples from farm 2 showed to be resistant

to ampicillin / sulbactam and tetracycline, while 22 out of 25 samples of E. coli from



farm 3 were sensitive to ampicillin / sulbactam and 11 out of 25 samples were
sensitive to tetracycline. In this farm, it was also seen that 8 out of 14 samples of K.
oxytoca tested were sensitive to ampicillin / sulbactam and 11 over 14 were sensitive
to tetracycline; 8 from 9 samples of E. cloacae proved to be resistant to ampicillin /
sulbactam and 7 were sensitive to tetracycline; the 3 samples of C. sakazakii 2 were
resistant to ampicillin / sulbactam and 3 were sensitive to tetracycline. The 2 samples
of E. faecalis from farm 2 and one sample form farm 3 were sensitive to ampicillin /
sulbactam and resistant to tetracycline. The were found variations in the susceptibility
profile to ampicillin / sulbactam and tetracycline among samples originated from the
same farm and from two different farms. The DNA extracted from pure cultures of two
samples of spirochaetes isolated from biopsies of 2 animals with digital dermatitis,
from farm 1, was amplified by PCR and a 900 bp fragment was obtained. The
analyses of the nucleotide sequences added to the results obtained by the
construction of phylogenetic trees allow us to say that the animals had digital
dermatitis caused by microorganisms difficult to cultivate. It was found a similarity of
99% of these sequenced samples with non-cultivable microorganisms, 75% similarity
to Treponema denticola, 70% with Treponema phagedenis and 68% with Treponema
pedis. PCR was also performed using DNA samples extracted from biopsies of 6
animals affected by digital dermatitis in the farm 4 and a 900pb fragment was also
amplified. Data obtained allow suggesting that specific PCR would be useful to

confirm the diagnosis of digital dermatitis.



1 - INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As enfermidades digitais, juntamente com mastite e disturbios reprodutivos, figuram
entre os maiores problemas que acometem a bovinocultura leiteira em todo o
mundo, acarretando grandes perdas econdmicas. As doencas dos digitos sao
responsaveis por perdas relacionadas a custos com tratamento, prejuizos devidos a
baixa produtividade, menor desempenho reprodutivo, reduzida producéo de leite,
aumento dos descartes involuntarios, além da maior probabilidade de os animais
apresentarem mastite e outras doencas. Admite-se que as doencas podais em
bovinos de aptiddes leiteiras sejam influenciadas por fatores genéticos, fisiolégicos,

nutricionais, ambientais e de manejo.

A busca pelo aumento da producédo observada nos ultimos anos na bacia leiteira de
Belo Horizonte introduziu nos sistemas produtivos alguns fatores diretamente
relacionados ao aumento das enfermidades do aparelho locomotor. Séo citados
como 0s mais importantes: o confinamento e a predominancia de racas européias no

rebanho.

No Brasil, nos estados de Goias, Mato Grosso do Sul, llha de S&o Luiz, MA, Séo
Paulo, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro, ha relatos da ocorréncia de
enfermidades digitais dos bovinos. No estado de Minas Gerais, a prevaléncia de tais
afeccbes € de 30%, para vacas de aptidao leiteira mantidas em regime de
confinamento, considerando os problemas clinicos e sub clinicos € de 89,4% e

92,7% nas mantidas em sistema semi-intensivo e intensivo, respectivamente.

Entre as véarias enfermidades digitais dos bovinos, duas sdo de grande importancia
clinica e econdmica: o abscesso solear e a dermatite digital. O abscesso solear é
uma enfermidade do tecido cérneo que pode ser desencadeada por laminite cronica
ou subclinica. A ocorréncia de doenca da linha branca, erosdo do taldo ou Ulcera de
sola também sdo considerados fatores predisponentes a afeccdo. Os animais
acometidos por abscesso solear séo, geralmente,

os estabulados com higiene precaria, mantidos em baixadas Uumidas e que, passam

longos periodos semi-estabulados. A sola do casco torna-se plana e macia,



predispondo-se a traumatismos causados por cascalho, pisos irregulares e cimento

muito aspero.

Dos microrganismos isolados de animais acometidos pela doenca, destacam-se 0s
bastonetes Gram-negativo anaerébios, bastonetes Gram-negativo e Gram-positivo e

cocos Gram-positivo anaerodbios facultativos.

Nos casos de abscessos de sola, os cascos deverao ser tratados por abertura, com
drenagem para eliminacdo de tecidos necroticos e dos exsudatos purulentos e
posterior utilizacdo de bandagem com antibiéticos e aplicacdo de tamanco de

madeira na unha contralateral saudavel.

A dermatite digital, terminologia mais aceita, também é denominada dermatite
verrucosa, verruga do casco, doenca de Mortellaro, papilomatose interdigital ou
calcanhar em amora. Foi descrita pela primeira vez na Italia por Cheli e Mortellaro
em 1974. E uma doenca que nos ultimos 15 anos tornou-se a maior causa de
claudicacdo em rebanhos leiteiros de diversos paises: Alemanha, Franca, lItalia,
Holanda, Austrélia, Austria, Nova Zelandia, Estados Unidos, México, Canadé, Japao,
Ird e Israel. No Reino Unido a dermatite digital ocorre de forma endémica. Ocorre
também em paises da Africa do sul, da América do Sul, Argentina, Chile inclusive no
Brasil, onde no Rio Grande do Sul de 524 animais com claudicacdo 29%
apresentavam dermatite digital. Em Goids no municipio de Orizona observou-se
dermatite digital em 24,36% das 224 vacas lactantes examinadas. Na bacia leiteira
de Campo Grande (capital) e municipios arredores, MS de 481 vacas lactantes a
dermatite digital foi lesdo mais frequente em 26,4% dos animais. Em Minas Gerais
na bacia leiteira de Belo Horizonte e em Pedro Leopoldo em 606 vacas lactantes a
dermatite digital teve uma prevaléncia de 32%.

A dermatite digital, por sua vez, € uma enfermidade dos digitos que acomete o
tecido mole. Algumas evidéncias clinicas e epidemiolégicas sugerem ser afeccao de
origem microbiana. De lesGes provocadas pela doenca, ja foram isolados varios
microrganismos, mas espiroquetas do género Treponema foram os predominantes
em casos estudados na Inglaterra, nos Estados Unidos, no Canada, na Itélia, na
Alemanha e em outros paises, sugerindo serem esses 0S agentes primarios da

doenca. Nao existem vacinas eficientes para prevencdo de dermatite digital. No
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Brasil, tais espiroquetas, dificeis de serem cultivados, ainda ndo foram isolados.
Entretanto, o estudo desses microrganismos se mostra sobremaneira importante
porque, em outros paises, ja foram identificados varios treponemas relacionados
filogeneticamente, cujo perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, podem

diferenciarem-se das amostras aqui existentes.

O tratamento recomendado no caso de dermatite digital € aplicacdo de antibibticos
na forma tépica ou com o uso de bandagem. O uso de antibi6tico via parenteral
também pode ser utilizado, mas, em funcdo do alto custo e pela presenca de
residuos no leite, torna-se invidvel na maioria das vezes. Em Minas Gerais, 0
tratamento se processa de forma empirica, pois ndo estd bem determinada a
etiologia das enfermidades podais, ndo tendo sido estudada, ainda, a eficacia dos
antibidticos e dos quimioterapicos recomendados em outros paises. O que se sabe,

por relatos de veterinarios de campo, é que tém ocorrido recidivas.

O estudo da microbiota presente em abscesso solear e lesdes de dermatite digital,
bem como a determinacdo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das
bactérias isoladas, que podera proporcionar suporte cientifico para a clinica,
incluindo diagndstico e orientacéo terapéutica adequada, minimizando a selecédo de
amostras resistentes que podem contribuir para as recidivas. Além disso, 0
conhecimento dos agentes etiologicos da dermatite digital podera colaborar na

elucidacao da etiopatogenia da enfermidade.

IV - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - Enfermidades podais

As afeccdes que acometem o0s cascos de bovinos constituem a maior perda na
industria de leite e a principal causa de dor e desconforto para 0s animais
(VERMUNT & GREENOUGH, 1995). Acometidos por tais enfermidades, eles
apresentam dificuldade de locomocgéao, passando a claudicar. O desgaste causado
limita a longevidade da vaca de aptidao leiteira, aumentando sensivelmente a taxa
de descarte anual do plantel. Tanto para o bovino produtor de carne quanto para o

produtor de leite, as enfermidades digitais constituem causa significativa de menor
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rendimento, pois provocam diminui¢do na ingestdo de alimento e na converséo
alimentar, acarretando perda de peso e redugdo da producdo de leite.
Levantamentos realizados em paises europeus as identificaram como o terceiro
maior problema de saude em animais produtores de leite, s6 suplantadas pela
mamite e pela infertilidade (BAGGOT & RUSSEL, 1981; VERMUNT &
GREENOUGH, 1995; HOLZHAUER et al., 2006). Também no Brasil as
enfermidades podais resultam em perdas econdmicas significativas para a pecuaria
bovina (SILVA et al., 2001, 2005; FERREIRA, 2003; FERREIRA et al., 2004 ;
SOUZA, 2005; SOUZA et al.,2006; SOUZA et al.,2007).

Admite-se que as enfermidades dos digitos séo influenciadas por varios fatores:
geneéticos, fisiologicos, nutricionais, ambientais e de manejo (GREENOUGH, 1998;
BERGSTEN, 1981). Dos processos patolégicos que as causam, destacam-se as
doencas do tecido mole e as do tecido corneo. Sao lesbes do tecido mole: dermatite
digital, dermatite interdigital (gabarro), hiperplasia interdigital e flegméao interdigital.
Doenca da linha branca, Ulcera de sola, ulcera da pinc¢a, erosédo do taldo, abscesso
solear, hemorragias de sola, pododermatite asséptica difusa (laminite) e
deformacfes ungulares (casco em saca-rolha, casco em tesoura e estrias) sao
lesdes podais do tecido corneo (BORGES & GARCIA, 1997).
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As alteragBes podais sdo mais frequentes nos membros pélvicos, provavelmente
devido a presenca mais intensa de fezes e urina junto aos membros pélvicos, além
das préprias caracteristicas biomecanicas, que favorecem a ocorréncia de
alteracdes naqueles membros. Em estudo realizado por SOUZA (2002), dermatite
digital foi a lesdo mais frequente nos membros pélvicos (29,1%); nos torécicos, a
dermatite interdigital ocorreu em 3,3%. Alguns autores, entretanto, relatam que tanto
a doenca da linha branca quanto a do casco em saca-rolha, assim como as estrias
horizontais, ndo apresentam distribuicdo diferente entre membros pélvicos e
toracicos (RUSSEL et al.,, 1982; MOLINA et al., 1999; SOUZA, 2002). Em 2002,
SOUZA observou ocorréncia de alteracbes podais multiplas em bovinos mantidos
em sistema de criagcdo semi-intensivo e no intensivo, 0 que pode estar relacionado a
coexisténcia de condi¢cdes predisponentes (fatores de risco) a duas ou mais

alteragdes simultaneas.

Dentre os microrganismos isolados de enfermidades podais (abscesso solear,
flegmao interdigital, dermatite interdigital e erosdo do taldo), destacam-se o0s
bastonetes = Gram-negativo  anaerobicos, como Dichelobacter = nodosus,
Fusobacterium necrophorum, F. symbiosum e F. mortiferum. Os agentes
secundarios mais comuns Sao 0S anaerobios pigmentados dos géneros
Porphyromonas e Prevotella, cocos Gram-positivo Peptostreptococcus
(LANGWORTH, 1977; QUINN et al., 1994 e 2005; GREENOUGH, 1998; SILVA et
al., 1999; BERRY, 2001, 2006). Entre os facultativos, sado citados Arcanobacterium
pyogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus e Bacillus
(SWEDEN, 1997; GREENOUGH, 1998; QUINN et al., 2005).

A seguir, tratar-se-a das peculiaridades do abscesso solear e da dermatite digital,
objetos do presente trabalho. Algumas caracteristicas das demais enfermidades
podais sdo comentadas no anexo 1.

Doenca da linha branca, erosdo do taldo e Ulcera de sola podem evoluir para o
abscesso solear, o qual acomete bovinos na fase de engorda e bovinos de aptidéo
leiteira, quando criados estabulados em condi¢des precarias de higiene ou quando
mantidos em baixadas ,

umidas e, depois, semi-estabulados por longo periodo. A presenca de umidade e a

laminite crénica ou subclinica tornam a sola plana e macia, predispondo-a a
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traumatismos por cascalho, vidro, pregos e pisos irregulares ou quebrados, fatores
esses que aumentam o efeito da abrasdo causada pelo cimento muito aspero ou
mesmo novo (BORGES & GARCIA ,1997).

Havendo presenca de laminite, posteriormente podem aparecer hemorragias de
sola, taldo e linha branca, alteracfes de coloracdo e da resisténcia do tecido corneo.
A linha branca se torna larga e o seu tecido sera de ma qualidade, favorecendo a
penetracdo de fragmentos, sujidades e de microrganismos que podem infectar o
coério. Podera ocorrer drenagem de secrecdo purulenta pela banda coronéria,
chegando a atingir até a articulacdo. Os animais acometidos pela enfermidade
geralmente sentem muita dor na regido da pinca, dor que pode estender-se a sola,
em um ou em ambos os cascos do mesmo membro, o que faz com que ndo se
alimentem, (BORGES & GARCIA ,1997; GREENOUGH et al.,1997; FERREIRA,
2003).

Ha dois tipos de abscesso de sola: o superficial, com prognostico favoravel e o
profundo, com progndstico desfavoravel. Os casos néo tratados podem evoluir para
artrite séptica interfalangeana, chegando a osteomielite, com necrose da terceira
falange, flegméao generalizado dos tecidos moles e septicemia (SINGH et al., 1993;
BORGES & GARCIA, 1997; GREENOUGH et al., 1997; DIAS, 1999; FERREIRA,
2003).

Na identificacdo da doenca, depois de retirada a camada cérnea superficial, torna-se
visivel uma pequena mancha negra, de aproximadamente 1 mm, localizada na sola,
na linha branca. Ao aprofundar-se o corte, seguindo a area escurecida, evidencia-se

0 abscesso de sola, contendo pus acinzentado sob forte pressdo (MAUCHLE 2001).

Dentre os microrganismos isolados de abscessos de sola destacam-se o0s
bastonetes Gram-negativo anaerébicos, como D. nodosus, F. necrophorum, F.
symbiosum, F. mortiferum, os anaerébios pigmentados dos géneros Porphyromonas
e Prevotella, Porphyromonas levii agindo sinergicamente com F. necrophorum,
cocos Gram-positivo, Peptostreptococcus. (LANGWORTH, 1997; QUINN et al.,
1994; GREENOUGH, 1998; SILVA et al., 1999; BERRY, 2001; QUINN, et al.,2005;

STEVEN, 2006). Contudo, é imperativo ressaltar o papel dos anaerobios facultativos
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no desenvolvimento das doencas causadas pelos microorganismos anaerébios
obrigatorios, pois que os primeiros utilizam parte do oxigénio disponivel, diminuindo
assim o potencial de oxirreducdo (Eh) no sitio da infeccdo, o que favorece o
desenvolvimento das populacdes de anaerdbios obrigatérios. Portanto, as bactérias
anaerébias facultativas exercem um papel sinérgico, sob varios aspectos, nas
doencas infecciosas causadas por anaerobios. Entre os facultativos, sao citados A.
pyogenes, E. coli e S. aureus (SWEDEN, 1997; GREENOUGH, 1998; QUINN, et al.
2005).

Nos casos de abscesso de sola, os animais deverdo ser tratados por abertura da
lesdo com drenagem para eliminacdo de tecidos necroticos e dos exsudatos
purulentos e posterior antissépsia da area com iodo degermante, aplicacdo de
solucéo de iodo a 10%, curativo com pasta de furazolidona e tetraciclina, seguido de
bandagem, aplicagdo de tamanco de madeira na unha contra-lateral saudavel e
impermeabilizacdo com emulsdo asfaltica. (FERREIRA, 2003; FERREIRA et al,
2004; SOUZA, 2005; SOUZA et al, 2006). Segundo FERREIRA et al., (2004) e
SOUZA et al.(2006), todos os animais acometidos por abscesso de sola que foram
tratados se recuperaram satisfatoriamente (em um periodo de 26,8 a 24,5 dias),
mediante cirurgia com a exposicao e a limpeza completa dos focos, sendo que, a
cada trés dias. fazia-se revisdo das feridas e novas bandagens eram feitas até a

cicatrizacao.

A dermatite digital, também é denominada dermatite verrucosa, verruga do casco,
doenca de Mortellaro, papilomatose interdigital ou calcanhar em amora (CHELI &
MORTELLARO, 1974; STOKKA et. al,1997) ocorre em rebanhos leiteiros de
diversos paises (AMSTEL & SHEARER, 1995; Rodriguez-Lainz et al.,1998; SILVA et
al., 2001; SOUZA, 2002; SOUZA et al.,2007; STAMM et al.,, 2002; TROTT et
al.,2003; FERREIRA, 2003; HOLZHAUER, et al.,, 2006). Trata-se de processo
inflamatorio, superficial e contagioso, da epiderme proxima a margem coronariana
ou do espaco interdigital (BERGSTEN, 1981).

Sua etiologia ainda ndo estd bem estabelecida, mas acredita-se que seja

multifatorial, envolvendo causas ambientais, de manejo, fisioldgicos e

14



microbiologicos (GOURREAU et al. 1992; DOPFER et al., 1997; MUMBA et al.,
1999; BERRY, 2001, 2006; HOLZHAUER et al., 2006). Das lesdes causadas pela
doenca, ja foram isoladas bactérias anaerdbias como D. nodosus, Porphyromonas
spp, Prevotella melaninogenica, P. orallis, P. bivia, Porphyromonas spp. Bacteroides
fragilis, B. capillosus, B. corrodens, F. necrophorum, F. nucleatum, F. mortiferum,
Peptococcus anaerobius, P. saccharolyticus, P. activus, P. niger, P. aerogenes,
Peptostreptococcus productus, P. micros, P. intermedius, Clostridium sporogenes
(GOURREAU et al., 1992; DOPFER, 2000); Campylobacter fecalis e C. sputorum
biovar bubulus (OHYA et al., 1999; SHIBAHARA et al, 2002; TROTT,2003). WYSS et
al. (2005), isolaram e identificaram fenotipica e genotipicamente uma nova bactéria,
Guggenheimella bovis gen, nov., sp., de lesdes de dermatite digital de bovinos na
Suica. Também foram recuperadas bactérias aerdbias, Streptococcus e
Staphylococcus, provaveis agentes de infeccdo secundaria (GOURREAU et al.
1992). Segundo STAMM et al., (2002) a natureza e a localizacdo das lesbes de
dermatite digital, juntamente com a presenca de contaminacdo fecal e bactérias

ambientais, tém dificultado a identificacao definitiva do agente etiologico.

Em estudos realizados na Alemanha, Inglaterra, Estados Unidos e no Canada, foram
encontrados espiroquetas como microrganismos predominantes em lesbes de
dermatite digital, detectados por exames microscopicos, usando-se técnica de
colocacdo com sais de prata, colocacdo do Gram e microscopia de campo escuro,
em bidpsia das lesbes de animais acometidos. A localizacdo dos espiroquetas na
juncdo entre o tecido vivo e necrosado e a sua aparente invasao do tecido
gueratinizado da epiderme sugerem que eles sejam agentes primarios da
enfermidade (BORGMANN et al., 1996; DOPFER et al.,1997; DEMIRKAM et
al.,1998).

WALKER et al., (1995) relataram o primeiro cultivo in vitro de espiroquetas
associados a dermatite digital de bovinos de aptidao leiteira da California — E.U.A.
Os espiroquetas, de crescimento fastidioso e metabolismo anaerdbio, foram
diferenciados em dois fendétipos, com base em caracteristicas morfoldgicas,
antigénicas e bioquimicas. Ambos os fenétipos possuem caracteristicas consistentes
com o género Treponema, confirmado pela digestdo dos DNAs com endonucleases

de restricao.
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STAMM et al., (2002) também relataram que espiroquetas isolados de dermatite
digital de bovinos dos estados da Califérnia e lowa, nos EUA, possuem
caracteristicas fenotipicas do género Treponema. Pela andlise da seqiéncia parcial
de 16S rDNA os autores verificaram que os Varios clones isolados pertenciam a trés
tipos filogenéticamente relacionados aos treponemas da cavidade oral humana (T.
denticola ,T. medium,T. vincentii ou da &rea genital, T. phagedenis). Também foram
feitas andlises comparativas da sequéncia de 16S —23S rDNA ISR1 e ISR2 (regido
inter-especifica) com o objetivo de tipagem molecular dos isolados, permitindo
diferenciar melhor bactérias filogeneticamente relacionadas. TROTT et al. (2003)
verificaram que quatro amostras isoladas de dermatite digital de bovinos de aptidao
leiteira dos estados da California e duas amostras de bovinos também de aptidédo
leiteira de lowa possuem a sequéncia 16S rDNA idéntica e que a similaridade a T.
phagedenis foi de 98% e 99% com um espiroqueta ndo cultivavel (amostra DDLK-4).
As amostras isoladas eram semelhantes quanto ao perfil de proteina total, mas
apresentaram diversidade antigénica de lipopolissacarideos (LPS) e diversidade
genética, que foi detectada por eletroforese de campo pulsado (digestdo de DNA
gendmico), revelando diferencas em cinco das seis amostras estudadas.

CHOI et al. (1997), analisando sequéncias del6S rDNA, identificaram cinco tipos
filogenéticos de Treponema nao cultivaveis associados com dermatite digital de
bovinos na Alemanha. Destes cinco, trés tipos filogenéticos eram relacionados a T.
denticola, T. vincentii ou T. phagedenis. Os outros dois aproximavam-se com o IV
Grupo de Treponema sp. orais, que estdo associados a periodontites em humanos.
Ainda na Alemanha, MOTER et al. (1998), usando “Fluorescense in Situ
Hybridization” (FISH) em bidopsia de lesbes de dermatite digital, verificaram

distribuicdo espacial de treponemas dentro da epiderme.

DEMIRKAN et al. (1998,1999), a partir de material de biopsia de dermatite digital de
bovinos do Reino Unido, cultivaram espiroquetas utilizando separacao
imunomagnética e pela pesquisa do gene 16S rDNA determinaram que essas
pertenciam ao género Treponema e estavam relacionadas com o T. denticola, em
concordancia com RIJPKEMA (1997). Também no Reino Unido, EDWARDS et al.,
(2003) e na Australia, RUSSEL et al.( 2000), os resultados obtidos pelo cultivo de

espiroquetas de bidpsias de bovinos com dermatite digital e de ovinos com dermatite
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digital contagiosa (CODD) e pela analise da sequéncia de 16S rDNA mostram que
os isolados de bovinos e ovinos estdo proximos filogeneticamente a T.denticola, T.
vincentii e T. médium. Embora vérias espécies do género Treponema possam estar
presentes nas lesfes, a atividade de cada espécie na patogenia da doenca néo esta
bem esclarecida (CHOI et al. 1997; EDWARDS et al., 2003; DHAWI et al., 2005).

Pesquisando a presenca simultanea de espiroquetas em lesbes de dermatite digital
e de colite em bovinos no Japdo, SHIBAHARA et al. (2002), por exames
hitopatoldgicos, constataram reacao inflamatoria, edema e dilatacédo vascular na pele
do digito acometido por dermatite digital e no intestino grosso do mesmo bovino
acometido de colite, Ulceras, reacao inflamatéria e edema na lamina propria e
mucosas do ceco e colon. Numerosas bactérias espiraladas estavam presentes nas
lesbes de dermatite digital e nas lesdes intestinais visualizadas pelas coloracfes do
Gram e de Warthin-Starry. Pela microscopia eletronica foi possivel verificar
semelhancas quanto a morfologia de tais espiroquetas. Pela técnica de
imunoperoxidase, usando soro anti-Treponema pallidum, os autores verificaram que
nao houve aparente diferenca na reatividade entre o anticorpo reagente e 0s
organismos observados em dermatite digital e em colite, o que os levou a sugerir
gue as duas doencas podem ter uma etiologia préxima. O quadro 1 apresenta as
diferentes técnicas utilizadas na identificacdo de microrganismos espiralados em

lesdes de dermatite digital.

A enfermidade pode ser introduzida no rebanho por animais doentes, as vezes
aparentemente sadios, provenientes de rebanhos infectados e espalhar-se
rapidamente. Entre rebanhos a dermatite digital pode ser transmitida por veterinarios
e casqueadores por meio dos instrumentos de trabalho (WYSS et. al., 2005). A
prevaléncia anual varia de 3% a 80%, com tendéncia a ser maior em animais
confinados do que nos mantidos em pasto. Dos animais acometidos, de 25% a 40%
podem claudicar (BERGSTEN, 1981; WEAVER, 1981). Na Alemanha, BLOWEY &
SHARP (1998) relataram incidéncia de 29%; na lItalia, 70% dos animais adultos
produtores de leite foram acometidos (DEMIRKAN et al., 1998). Com relagdo a
localizacdo, observou-se que 82% das ocorréncias da doenca eram proximais e

adjacentes ao espaco interdigital palmar/plantar; 9% eram proximais e adjacentes ao
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bulbo do taldo; 8% envolviam a regido dorsal do plantar; 2% envolviam

exclusivamente o espaco interdigital (READ et al., 1994).

Em condi¢cbes onde a presenca de matéria organica, contendo os agentes da
dermatite digital, é elevada, na presenca de umidade constante e de baixas tensdes
de oxigénio, os surtos de dermatite digital sdo favorecidos (READ & WALKER,1992 ;
BERRY et al., 2006).
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Quadro 1: Estudos realizados sobre dermatite digital em bovinos para detectar a

presenca de espiroquetas

MATERIAL AUTOR E PAIS EXAME ASPECTOQOS
Bidpsia de DD BORGMAN, 1996; Histopatoldgico corado pela Aspecto morfologico de
DERMIKAN, etal., prata, Gram , MCE espiroquetas
1998; DOPFER, et al.,
1997
Bidpsia de DD WALKER, et al., 1995 Exame direto de MCE Cultivo, | Dois morfotipos de espiroquetas,
California ME, Atividade enzimatica, dois fendtipos do género
REA “Immunoblot” Treponema.
Bidpsia de DD RIJPKEMA et al., 1997, | PCR-gene 16S rRNA de Género Treponema e é semelhante
postmorten Gré-Bretanha. espiroqueta a T. denticola

Biopsia de DD material
fresco

CHOl et al., 1997,
Alemanha

MCE, Gram, Histopatolégico,
ME, PCR-gene 16S rDNA,
clonagem, analise filogenética
e hibridizacdo

Cinco tipos filogenéticos de
Treponemas ndo cultivaveis sendo
trés relacionados a T. denticola, T.
vincentii ou T. phagedenis e dois
ao 1V grupo de Treponemas orais

Biopsia de DD material
fresco e congelado

DEMIRKAN et al., 1998,
Reino Unido

Coloragéo imunohistoquimica,
PCR-gene 16S rDNA

Anticorpo policlonal para T.
denticola e T. vincentii,-petence ao
género Treponema

MOTER et al., 1998,

FISH

Distribuicéo espacial de

Bidpsia de DD Alemanha Treponemas na epiderme
DEMIRKAN et al., 1999, | Cultivo e separacéo Anticorpo policlonal para T.
Biopsia de DD Reino Unido imunogenética denticola
SCHRANK, et al.,1999; | Cultivo, chemotaxonomiy, T.brennaborense sp. nov.
Bidpsia de DD Alemanha analise de proteina PCR-gene | semelhante T. maltophilum

16S

Bidpsia de DD e colite,
bovino.

SHIBAHARA et al.,
2002, Japéo.

Histopatol6gico, Gram,
Warthin-Starry, ME,
Imunoperoxidase

Treponemas, as duas doencas
podem ter a mesma etiologia.

Bidpsia de DD STAMM, etal., 2002, Cultivo, PCR-gene 16S rDNA | Pertence ao género Treponema.
California, lowa de clones e anélise de 16S-23S | Verificaram sequéncia parcial de
rDNA ISR1 e ISR2 clones, pertenciam a trés tipos

filogenéticos relacionados aos T.
denticola, T. médium, T. vincentii
ou T. phagedenis. Tipagem
molecular

Bidpsia de DD DARREN et al., 2003, MCEF, cultivo, ME, PCR-gene | Aspecto morfoldgico, 16S rDNA,

California, lowa

16S rDNA, eletroforese em
campo pulsado

seqliéncias tem 98% de
similaridades T. phagedenis e 99%
com espiroqueta nédo cultivavel,
diversidade genética e antigénica
nas amostras “like” T. phagedenis

Bidpsia de DD em
bovinos e CODD em
ovinos

EDWARDS et al., 2003,
Reino Unido

Cultivo, PCR-gene 168,
rDNA, clonagem,
sequénciamento, analise
filogenética

Dois isolados de ovinos e bovinos
s&o do género Treponema,
filogeneticamente proximos a T.
médium e T.vincentii e entre
ambas, outros dois isolados estdo
préximos a T. denticola e entre
eles.

Bidpsia de DD em
bovinos

EVANS et al.,2008
Reino Unido

Cultivo, PCR-gene 168,
rDNA,geneflaB2 ,
sequénciamento, analise
filogenética

Ha 3grupos filogenéticos

1 T. médium e T.vincentii-like; 2-.
T. phagedenis-like;3T.denticola
[T .putidum-like-

MCE= microscopia de campo escuro; ME= microscopio eletronico; REA="Restriction endonuclease analysis;”

MCF=microscopia de contraste de fase; FISH= “Fluorescence in situ hybridization”; DD=dermatite digital;

CODD=dermatite digital contagiosa dos ovinos
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Morfologicamente, as lesdes associadas com dermatite digital podem ser descritas
sob trés formas clinicas distintas: lesdo hiperplasica (Grau 1), caracterizada por
ligeira hiperemia da pele ao redor de pequena erosdo, acompanhada de dor intensa;
lesdo ulcerativa (Grau 2), caracterizada por acentuada hiperemia da pele com
formacdo de tecido de granulacdo na forma de morango, muitas vezes com
exsudato de odor desagradavel; lesdo proliferativa (Grau 3), apresentada em forma
de verrugas ou papilomas com fenda central bastante profunda, contendo matéria
organica e tecido necrético, muitas vezes apresentando crescimento de pélos
(WEAVER, 1981; SOUZA,2005; SOUZA et al., 2006). Em 2006 (SOUZA et al.) em
cortes hitopatoldgicos de bidpsias da dermatite digital corados por hematoxilina e
eosina, observaram-se as camadas da epiderme e da derme das amostras. Na
dermatite digital hiperplasica foi observada intensa hiperqueratose na epiderme; ja
na forma ulcerativa a epiderme apresentava-se descontinua, com eroséo do estrato
coérneo e necrose, aléem de hemorragias e células inflamatérias. Nos casos de lesao
de grau 3, foi visualizado espessamento da epiderme, com formacdes papilares
pronunciadas passando pelo estrato espinhoso até o estrato coneo, com células
inflamatorias. As lesbes de grau 1 (hiperplasica) demoram 28 dias para assumir a
forma grau 2, (ulcerativa ) que por sua vez demora 45 dias para atingir a forma grau

3( proliferativa ).

O diagnéstico clinico de dermatite digital normalmente se da com base no
aparecimento de uma afeccdo epidémica. O exame da area lesada, previamente
limpa, revela lesbes caracteristicas, circulares, dolorosas, com superficie de aspecto
semelhante ao morango, exalando odor desagradavel (BERGSTEN, 1981,
MORTELLARO, 1994). Por sua localizacdo e pela lesdo caracteristica, pode ser
distinguida das demais enfermidades podais (WEAVER, 1981). Como medida de
prevencdo de significativa importancia, BERRY (2001) preconiza utilizacdo do
pedilivio e a realizacdo de quarentena nos casos de dermatite digital e de outras

lesdes de carater infeccioso.

Quanto ao tratamento dos animais acometidos, segundo BRITT & MCCLURE
(1998), LAVEN & LOGUE (2006), citado por STEVEN (2006), e HOLZHAUER et. al.

(2006), existem varios tipos: a aplicacdo topica usando “spray”’, bandagem e
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antibidtico via parenteral. O uso de penicilina, lincomicina e oxitetraciclina (que é
usada como padrdo ouro para comparacdo com outros medicamentos), além de

iodo, tem apresentado resultados satisfatorios.

Souza, em 2005, submeteu 75 animais acometidos por dermatite digital
aleatoriamente a um dos trés tipos de tratamento: cirdrgico, bandagem ou topico. No
tratamento cirargico, era feita exérese da dermatite digital, com remocédo das areas
necrosadas, depois da limpeza do local com solucdo de iodo degermante e
aplicacéo de solucéo de iodo a 10%. Sobre a ferida cirargica, colocava-se uma pasta
composta de furazolidona com tetraciclina em p6o; em seguida era feita uma protecao
para a coroa do casco com algoddo ortopédico e o enfaixamento do espaco
interdigital, com atadura elastica. Em seguida, a bandagem era coberta com uma
camada de emulséo asféltica. O tratamento com bandagem, depois da limpeza da
lesdo e aplicacdo de solucdo de iodo a 10%, era feito 0 mesmo procedimento do
tratamento cirdrgico. No tratamento topico, os membros dos animais eram lavados
com agua sobre pressao; a seguir, era aplicada uma solucdo aquosa de tetraciclina
em po a 2,5% sobre a leséo, com o0 uso de uma bomba costal. Tal procedimento era
repetido, diariamente, por 10 dias. Os animais submetidos a tratamento cirurgico e
0s submetidos a bandagem recuperaram-se com 8,6 e 18,2 dias, respectivamente.
Recidiva ocorreu em 16% dos animais tratados pelo método da cirurgia, apos 128
dias, e em 78% dos tratados pelo método da bandagem apés 81,6 dias. Os animais
tratados de forma tdépica recuperaram-se, em meédia, com 29,5 dias e 82,4%

apresentaram recidivas apés 65,6 dias do tratamento.

2. Epidemiologia

De acordo com GREENOUGH (1997), SEYMOUR et al. (2002), DIAS & MARQUES
(2003) e Ferreira et al.(2004), as afeccbes podais sdo doencas de origem
multifatorial. Dentre os fatores que predispdem a sua ocorréncia, destacam-se 0s
genéticos, os fisiologicos (idade, lactacdo, nutricdo, conformacdo do casco), os
ambientais (umidade, higiene, tipo de instalagéo, tipo de piso, estacdo do ano) e os
de manejo. Estudando a epidemiologia das afec¢des podais, verificaram diferencas

guanto a prevaléncia das diversas formas de afeccéo entre paises e entre diferentes
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regides geograficas de um mesmo pais. Tal fato pode ser atribuido a presenca

diferenciada de fatores predisponentes a ocorréncia de afeccfes podais.

Em estudo realizado na Holanda, envolvendo 2.121 bovinos de aptidao leiteira
mantidos em sistema de “free stall’, SMITS et. al. (1992) observaram a prevaléncia
de 83,1% de dermatite interdigital, 17,6% de dermatite digital, 7,6% de doenca da
linha branca, 5,5% de ulcera de sola, 4,9% de sola dupla, 4,5% de laminite e 0,4%
de flegméao interdigital. No mesmo estudo, 0s autores relataram que a prevaléncia
elevada envolvia principalmente problemas subclinicos, n&o identificados pelos

proprietarios.

Em levantamento feito na Costa Rica, de 759 vacas de aptidao leiteira examinadas,
97,8% apresentaram lesOes podais. A afeccdo mais prevalente foi laminite (77,1%),
seguida por doenca da linha branca (66,1%), dermatite interdigital (52,0%), lesbes
de sola (12,9%), dupla sola (12,1%) (BEEMASTER et al., 1992). Os fatores de risco
encontrados para a laminite foram a idade dos animais (2 a 3 anos) e a longa
distancia por eles percorrida diariamente em piso aspero. O inicio da lactacdo, a

raca Jersey e a umidade foram os fatores de risco para a dermatite interdigital.

No México, ARGAEZ-RODRIGUES et al. (1997) verificaram que, de 577 bovinos em
lactacdo, 33% eram acometidos por dermatite digital. Em 79% dos rebanhos leiteiros
nos Estados Unidos, WELLS et al. (1999) encontraram, durante um periodo de 12
meses, incidéncia de 43,5% de dermatite digital. Do rebanho leiteiro daquele pais,
9,7% foram acometidos pela doenca, apresentando claudicacdo, o que representa
57% dos bovinos com tal sintoma. Na Noruega, SOGSTAD et al. (2005), estudando
1547 vacas e 403 novilhas “Red breed”, encontraram, em 29% dos animais, um ou

mais de um tipo de lesao.

No Brasil, BORGES et al. (1992), estudando vacas da raca holandesa e mesticas
(holandesa — zebu), encontraram prevaléncia de lesGes podais em 11,1% dos
animais mantidos em baixadas Umidas e de 14,1% nos mantidos em sistema de
confinamento no Estado do Rio de Janeiro. RIBEIRO et al. (1992) observaram baixa
incidéncia (0,88%) de lesbes digitais em garrotes zebuinos criados em regime

extensivo e abatidos em Gramacho (RJ). CRUZ et al. (2001), também no Rio Grande
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do Sul, relatam ocorréncia de enfermidades podais responséveis por claudicacao.
Os animais foram observados por 18 meses, em 4 fazendas. A prevaléncia de
animais acometidos foi de 50,2%. Varios desses animais foram importados dos
Estados Unidos, do Canada ou da Argentina. De 1.043 animais, 524 da raca
Holandesa foram tratados de claudicacdo. Desses, 29,9% apresentaram dermatite
digital, com 86% de ocorréncia nos membros pélvicos. A doenca acometera
principalmente animais jovens em lactac&o, alojados em “free stalls”, mas também
acometera novilhas e vacas no periodo seco, mantidas em pastagens. Segundo o0s
autores, a alta prevaléncia de dermatite digital nas fazendas foi atribuida as
precérias condi¢des de higiene, presenca de matéria organica e umidade no sistema
“free stalls”. Nos animais mantidos nos pastos, os fatores predisponentes foram o

clima umido, areas lamacentas e lodosas nas pastagens.

PARDO & STURION (1997) estudaram afec¢cbes podais em um rebanho de 1.000
animais de 15 propriedades leiteiras de Presidente Prudente (SP). Foram
catalogados 100 bovinos com afeccfes podais. Os membros pélvicos foram os mais
acometidos, com 78% dos casos. A faixa etaria mais atingida foi a de quatro a oito

anos, com 91% dos casos.

SILVA et al.(2001), estudando a prevaléncia das doencas de casco em vacas
lactantes na bacia leiteira do municipio de Orizona - GO, observaram que, nas 224
vacas examinadas, havia 234 lesbes — 87,66% nos membros pélvicos e 12,34% nos
toracicos. As enfermidades de maior ocorréncia foram dermatite digital (24,36%),
dermatite verrugosa (14,53%) e pododermatite séptica (13,68 %). A inspecdo das
propriedades mostrou que seis possuiam solos duros; trés solos pedregosos; e
guatro, pisos irregulares nos estabulos. Em todas as propriedades a higienizagéo era

deficiente nas instalacfes e nos piquetes.

Em Minas Gerais, MOLINA et al. (1999), ao examinarem, em dez fazendas da bacia
leiteira de Belo Horizonte, 469 vacas em periodo de lactacdo — todas mantidas em
regime de confinamento —, verificaram que 30,3% das vacas examinadas
apresentavam afeccdes podais, destacando-se a erosdo do taldo (48,5%), a
dermatite intergital (13,48%) e a pododermatite séptica (9,6%). MAUCHLE (2001),

em estudo realizado em duas propriedades também na bacia leiteira de Belo
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Horizonte, encontrou alta prevaléncia de afec¢cbes podais, sendo que erosdo do
taldo foi a mais frequente (50,0%), seguida por dermatite digital (29,09%). A autora
verificou também que nas fazendas estudadas havia elevada ocorréncia de lesfes

podais de baixa gravidade.

SOUZA (2002) promoveu levantamento da freqiéncia de afec¢gbes podais em vacas
nas mesmas regides da bacia de Belo Horizonte e Pedro Leopoldo, em Minas
Gerais. O estudo envolveu propriedades que adotavam sistema semi-intensivo (57
fazendas) e intensivo (6 fazendas). O autor detectou, em todas elas, ocorréncia de
lesdes podais. Foram examinadas 323 vacas, entre da raca holandesa e mesticas,
sendo que a frequéncia de animais acometidos no sistema intensivo (92,7%) foi
superior & encontrada no semi-intensivo (89,4%).considerando os problemas clinicos
e subclinicos. Por ordem de ocorréncia, as lesdes prevalentes foram erosao do talao
(59,8%), dermatite digital (30,3%), casco em tesoura (24,1%) e doenca da linha
branca (16,4%). A maior parte das lesGes apresentava gravidade em graus variando
de leve a moderado A maior ocorréncia de alteracfes podais multiplas em ambos os
sistemas possivelmente poderia estar relacionada as condi¢des predisponentes

coexistentes para mais de uma alteracao simultanea.

FERREIRA (2003) e FERREIRA et al. (2004), examinando 112 vacas da raca
Holandésa em lactacéo, confinadas em sistema de “free stall” em Pedro Leopoldo —
MG, observaram que a frequéncia de animais acometidos de afeccbes podais
consequentes a laminite era de (78,3%) . Entre as lesGes de tecido cérneo, as mais
observadas foram o abscesso de sola (31,3%), a erosdo de taldo (13,4%) e a
doenca da linha branca (25,9%). Entre as lesdes de tecido mole digital, a mais
frequente foi a dermatite digital (37,6%). SOUZA (2005) e SOUZA et.al. (2006)
avaliaram 100 vacas em lactacado confinadas em sistema “free—stall’, no municipio
de Esmeraldas, Minas Gerais, e as afeccfes podais mais observadas foram:
abscesso de sola e taldo, Ulcera de sola e dermatite digital, que representaram
(87,3%) das ocorréncias. O custo adicional anual por vaca alojada no rebanho foi de
US$125,36, considerando-se tratamento, reducdo na produgdo de leite, perdas
reprodutivas e mastites. A incidéncia de mastite e metrite em vacas com manqueira

neste estudo foi de 60% e 25% respectivamente. Esses resultados foram superiores
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(P< 0,05) aos 29% e 12,5% para mastite e metrite, respectivamente, observados em

vacas sadias.

Devido ao elevado numero de animais acometidos, os autores MOLINA et al. (1999),
MAUCHLE (2001), SOUZA (2002, 2005), SOUZA et al. (2006 ) e Ferreira (2003),
FERREIRA et al. (2004) concluiram que as afec¢des podais em vacas de aptidao
leiteira confinadas constituem um sério problema em fazendas na bacia leiteira de
Belo Horizonte. Nas fazendas estudadas, o piso das instalacbes era cimentado e a
limpeza feita por raspagem. Observaram-se acumulo de grande quantidade de
matéria organica e presenca de alto teor de umidade que propicia 0 amolecimento
dos cascos, fatores que justificam a elevada prevaléncia de erosdo da camada
cornea e as precarias condi¢cdes de higiene, tornando 0s animais mais suscetiveis as
infeccdes bacterianas. A alta prevaléncia da eroséo de taldo e abscesso de sola
verificada nos trabalhos citados também pode ser resultante de disturbios
circulatorios, que resultariam na formacédo de um tecido corneo de baixa qualidade.
A dermatite digital foi mais prevalente no sistema intensivo (43,9%) do que no semi-
intensivo (28,4%). As condi¢cbes ambientais observadas nas propriedades onde
ocorria a doenca, associada com maior densidade populacional no sistema
intensivo, foram os fatores que favoreceram a manutencdo e a disseminacdo da
dermatite digital. Em uma das fazendas, as vacas apresentavam baixa qualidade de
tecidos corneos relacionada a ocorréncia elevada de laminites e a presenca de
matéria organica no estabulo. Havia uma alta incidéncia de problemas infecciosos
nos tecidos cérneos secundarios a laminite, constituidos de abscessos de sola e de
taldo e doenca da linha branca. Tais achados eram esperados, ja que havia
presenca constante de fatores relacionados a ocorréncia de laminites e falta de
medidas eficientes de controle. Uma condicdo precaria de higiene, associada a néo
utilizacdo de medidas profilaticas como o casqueamento preventivo, e as utilizacdes
inadequadas do pedilavio foram possivelmente as principais causas da ocorréncia

dessas alteracoes.
3. Fatores predisponentes

Muitos séo os fatores que interferem direta ou indiretamente na saiude dos cascos,

predispondo-os a ocorréncia de afec¢des podais. Entre eles, sdo citados: umidade,
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condicdes precarias de higiene, tipo de piso, laminite crénica com crescimento
exagerado, desgaste excessivo dos cascos, peso e escore corporal, periodo e
ordem de lactacdo, ordem de parto, doencas sistémicas, fatores nutricionais,
predisposicdo genética, instalacdes, manejo, comportamento, falta ou uso
inadequado de pedilavios, casqueamento incorreto, ma conforma¢do dos cascos,
idade, falta ou excesso de exercicios (GREENOUGH, 1997; BLOWEY, 1998; DIAS &
MARQUES, 2003; COOK et al., 2004; HOLZHAUER et al.,20086).

Estudos sobre fatores predisponentes para dermatite digital sugerem que certas
praticas de manejo predispdem os animais a infeccdes. Estes fatores sdo: grande
numero de animais no rebanho, presenca de umidade e de matéria organica, falta
de higiene nos estabulos ou currais, presenca de pedregulhos na trilha, o
instrumental contaminado usado por casqueadores, uso inadequado do pedilavio, a
introducdo de novilhas para reposicdo sem o devido cuidado com exame do
aparelho locomotor e especificamente do casco e com a guarentena necessaria,
para impedir a introducéo de animais doentes no rebanho (CRUZ et al., 2001; SILVA
et al., 2001; FERREIRA, 2003; SOUZA, 2005; BORUT, 2006; HOLZHAUER, 2006).

Para o abscesso de sola, os fatores predisponentes seriam a ocorréncia de laminite,
principalmente a subclinica, estabulos com elevado grau de umidade, presenca de
matéria organica, falta de higiene, piso de concreto abrasivo, pedregulhos nas trilhas
pelas quais os animais se locomovem, além da nado utilizacdo de casqueamento
preventivo e do uso incorreto de pedilivio (CRUZ et al., 2001; FERREIRA, 2003;
SOUZA, 2005).

3.1. Instalacdes e manejo
Varios autores relatam que inadequadas condicdes de higiene das instalacdes, com
énfase na presenca de matéria organica e umidade, sédo fatores importantes para a
ocorréncia de lesdes podais, especialmente as de origem infecciosa (RAVEN, 1995;
GREENOUGH, 1997; BLOWEY, 1998; BERRY, 2001; MAUCHLE, 2001; SOUZA,
2002; 2005; Ferreira, 2003; BORGES et al., 2006).
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BLOWEY (1998) relatou que as instalacbes com piso de concreto abrasivo
predispdem a ocorréncia de doenca da linha branca e de abscesso de sola. O
desgaste excessivo dos cascos apoés a estabulagéo resultaria em desgaste: o corio
estaria menos protegido pelo estojo cOrneo e, assim, mais suscetivel a injlrias
traumaticas (LEACH et al., 1997; COOK et al., 2004). A permanéncia dos animais
em piso de concreto ndo deve ultrapassar de 10 a 12 horas por dia. Em instalacoes
adequadas, os animais permanecem deitados entre 12 al4 horas por dia.
LEONARD et al.(1996) observaram que vacas de primeira cria mantidas em
instalacdes que impossibilitaram um tempo ideal de descanso apresentaram uma
maior ocorréncia de hemorragias de sola. O uso de camas de feno diminui
efetivamente a ocorréncia de doenca da linha branca e Ulceras de sola. Em
condicbes onde ha& densidade populacional elevada e o0s animais séao
impossibilitados de se exercitarem, ocorre impedimento do fluxo sanguineo normal
nos cascos (BLOWEY, 1998), pois estes sao fatores predisponentes para as lesdes

podais.

HARRIS et al. (1988); ACUNA & ALZA (2006) e VERMUNT (2006) observaram, em
bovinos de racas leiteiras criados a pasto na Australia, na Argentina e no Uruguai
gue o fator ambiental mais importante na incidéncia de lesdes podais com
claudicacdo era a trilha por onde transitavam os animais. As caracteristicas
avaliadas: presenca de declives acentuados, tipo de cascalho, extensdo e
conservacao das trilhas. As principais alteracbes que causaram claudicacdo foram

desgaste excessivo, hematomas de sola e presenca de pedra no espaco interdigital.

3.2. Peso e escore corporal

Vacas com alto peso corporal apresentaram maior predisposi¢ao para Ulcera de sola
devido ao aumento de pressdo sobre os tecidos produtores da camada coOrnea
(ENEVOLDSEN et al., 1991). WELLES et al. (1993), observaram que cada aumento
de 100Kg no peso corporal estava associado ao acréscimo de 1,9 vezes nos

indices de claudicacao.

3.3. Periodo de lactagcdo—nUmero de lactacéo-paricéo

Segundo ENEVOLDSEN et al.,1991% e SILVA et al., 2004, as lesGes decorrentes de

laminite (erosdo de taldo, Ulcera de sola, doenca da linha branca, hemorragia de
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sola, abscesso de sola ) aumentam com a ordem de paricdo e com 0 estagio da
lactacdo (KOENIG et al.,2005 ). SHEARER (1997) afirmou que vacas primiparas sdo
mais suscetiveis a les6es podais nos primeiros 60 a 90 dias de lactacdo. Segundo
BLOWEY (1998), enfermidades digitais sdo mais frequentes durante o inicio da
lactagdo, possivelmente devido a maior suscetibilidade do cério do casco a

traumatismos e as mudancas nutricionais e de manejo que ocorrem no periodo.

ENEVOLDSEN et al. (1991%, examinando vacas leiteiras na Dinamarca,
encontraram, nas de primeira lactagdo, incidéncia de 43,8% de eroséo de taldo,
4,5% de dermatite interdigital e 9% de hiperplasia interdigital. J& em vacas de
segunda lactacédo, erosédo de taldo ocorreu em 69,1%; dermatite interdigital, em
7,6%; hiperplasia interdigital, em 5,9%. Segundo os autores, tratar-se do primeiro
parto foi fator importante na etiologia da ulcera de sola, assim como o numero de
lactacbes foi por eles considerado importante fator de risco para ocorréncia de

doencas podais.

3.4. Doencas sistémicas

Problemas de claudicacdo em bovinos podem ser sinais de doencas sistémicas —
fato muitas vezes despercebido, uma vez que, na maioria das condicdes infecciosas
gue acometem o0s bovinos, os pés, assim como a boca, estdo envolvidos
(GREENOUGH, 1997). Importante salientar também que o inverso algumas vezes
pode ocorrer no animal acometido por laminite aguda ocorre a presenca de toxinas
gue irdo prejudicar 6rgdos como o figado e os rins. Doencas do pds-parto como
metrite, mastite, acetonemia, retencdo de placenta e edema de Ubere provocam
liberacdo de histamina ou endotoxinas, que podem causar alteracdes vasculares no
cério e, conseqguentemente, laminite (VERMUNT & GREENOUGH, 1994).

3.5. Nutricao

O consumo de racfes contendo altas propor¢des de concentrado e baixo teor de
fibra — com consequente ocorréncia de acidose ruminal — € o fator nutricional mais
importante na patologia da laminite, causando claudicacéo devida ao aparecimento

de lesdes como Ulcera de sola e abscesso de linha branca (BLOWEY, 1998;
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Ferreira, 2003). GREENOUGH (1997) e Cruz et. al (2001) relataram varios fatores
nutricionais envolvidos com as alteragbes podais por provocarem disturbios,
principalmente acidose ruminal: ingestao de alimentos com excessiva quantidade de
gréos ou que sejam fontes ricas em carboidratos prontamente fermentaveis; forma
com que os alimentos concentrados sdo ofertados ao longo do dia; excesso de
proteina; pouca fibra; tamanho das particulas; falta de adaptacdo dos animais no
periodo periparto. HOBLET & WEISS (2001) associaram varios fatores nutricionais
com a funcdo normal dos queratinécitos e a producdo de tecido corneo saudavel.
Alguns minerais sado fundamentais na formagéo e na manutencao da integridade do
casco como enxofre, zinco, cobre, molibdénio, selénio, vitaminas D e E (SILVA et. al
2004; PARDO et al.,2004). Segundo BERGSTEN et al. (2003) a suplementacéo de
biotina durante o periodo de lactacdo contribui para a saude dos cascos.

3.6. Genética

Ha relatos de predisposicdo hereditaria a laminite em determinadas racas. As
caracteristicas hereditarias de conformacdo podem ser responsaveis por uma
diferenca de suscetibilidade a doenca entre diversas racas (VERMUNT &
GREENOUGH, 1994). Segundo HUANG et al. (1995), bovinos das racas Jersey e
Aryshire apresentam menor suscetibilidade a doencas podais do que animais das
racas Pardo Suico, Guernsey e Holandesa. JA GOGOI et al. (1981) relataram maior
incidéncia de afeccbes podais em animais da raca Jersey (39,4%) e Holandesa
(37,7%), quando comparadas aos animais das racas Haryana (8,1%), Sindhi (7,9%),
Dinamarqués vermelho (2,8%) e Pardo Suico (0,4%). Segundo KOENIG et al.
(2005), geneticamente os problemas de salde ocorrem em grupo, por exemplo: uma
vaca acometida por uma afeccdo podal tera um fator predisponente para mostrar

outro tipo de lesédo podal.

3.7. Pediltivio

A néo utilizacdo de pediltvio favorece o aumento das enfermidades digitais. Banhar
os pés com solugdes de formalina, sulfato de cobre ou sulfato de zinco deveria ser
de uso rotineiro, como medida de controle das afec¢cbes podais, principalmente as
de origem infecciosa da pele e do espaco interdigital, como a dermatite digital, a

interdigital e o flegméo interdigital. No caso da primeira, o uso de solugéo a base de
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antibidticos, como a tetraciclina, produz também bons resultados -curativos
(GREENOUGH, 1997; BERRY, 2001; SILVA, et al., 2004; SOUZA, 2005; BORUT,
2006). A concentracdo dos componentes das solucdes para o pedilivio e a
frequéncia de seu uso variam em funcdo do tipo de lesdo, nutricdo, manejo e
instalacdo (GREENOUGH, 1997; BERRY, 2001). Segundo DAVIES (1982), a
utilizacédo do pedilivio com solucao de formalina a 1% diminuiu em 5,3% a incidéncia
de claudicacédo, sendo que no grupo de animais nao tratados a incidéncia aumentou
9,6%.

3.8— Casqueamento

GREENOUGH (1997) e VAN AMSTEL & SHEARER (2001) preconizam o
casqueamento — ferramenta importante na profilaxia de patologias — como forma
de corrigir as irregularidades dos cascos, identificar e tratar precocemente as
afeccdes podais. O processo — que consiste no aparo mecanico dos cascos — nem
sempre, entretanto, remove totalmente as anormalidades, e os sintomas poderéo
prevalecer por algum tempo (HUANG et al., 1995; DIAS & MARQUES, 2003; SILVA
et al., 2004;) relatam que intervalos de casqueamento inferiores a quatro meses
estdo associados a elevacao dos escores de gravidade para todas as lesdes podais,

com excecao de Ulcera de sola e casco em saca-rolha.

3.9. Conformacao geral e de cascos

Segundo VERMUNT & GREENOUGH (1994), a conformacédo geral refere-se ao
peso corporal e a forma do corpo e dos membros. Animais com membros
excessivamente retos (com pouca angulacdo do joelho e dos jarretes) sdo mais
suscetiveis a afec¢des podais, devido a menor absorcdo de choques por musculos,

tenddes e ligamentos.

A conformacdo anormal do casco pode ser considerada fator predisponente a
afeccbes podais. Cascos com angulos da pinca mais agudos e comprimento da
borda dorsal mais longo estdo estreitamente correlacionados com o aumento da
incidéncia de claudicacdo, erosdo do taldo, crescimento excessivo da unha e

pododermatite necrotica cronica (GITAU et al., 1997).
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RUSSEL et al. (1982) observaram maior ocorréncia de Ulceras de sola e hemorragia
de taldo em animais com claudicacdo que apresentavam cascos com crescimento
exagerado. Porém, hiperplasia interdigital, doenca da linha branca, fissura vertical e
sépsis profunda apresentam frequéncia semelhante em cascos normais e em cascos
com crescimento exagerado. EDDY & SCOTT (1980) observaram incidéncia elevada
de cascos com conformacao anormal associado a doenca da linha branca (33,7%) e
Ulcera de sola (39,8%).

Devido ao elevado numero de animais acometidos, as afeccfes podais constituem
sério problema em fazendas nas bacias leiteiras de Belo Horizonte, Pedro Leopoldo
e outros municipios do Estado de Minas Gerais. Nos estudos epidemioldgicos e
clinicos realizados por MOLINA et al. (1999), MAUCHLE (2001), SOUZA
(2002,2005), FERREIRA (2003) néo foi incluido o diagnostico laboratorial para
determinar a etiologia das afecc¢des podais. O tratamento dos animais foi realizado
com base na indicacdo clinica dos antibidticos e quimioterapicos, tendo havido
relatos de veterinarios clinicos sobre ocorréncia de recidivas. Portanto, o estudo da
microbiota presente em abscesso de sola e em dermatite digital, bem como a
determinacao do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das bactérias isoladas,
ira proporcionar suporte cientifico para a clinica, incluindo diagnostico e orientacéao
terapéutica adequada, minimizando a selecdo de amostras resistentes que podem
estar contribuindo para as recidivas. Importante ressaltar que a técnica da PCR
podera ser um valioso método de diagnostico da dermatite digital, metodologia que

ainda nao é utilizada no Brasil.
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V - OBJETIVOS

Geral:

Estudar a microbiota prevalente em abscesso de sola, determinando o perfil de
sua suscetibilidade a antimicrobianos, e 0s espiroquetas presentes em dermatite
digital em bovinos de Minas Gerais

Especificos:

1. Isolar e identificar as bactérias presentes em abscessos de sola por métodos
morfologicos e bioquimicos convencionais.

2. Determinar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das amostras
bacterianas isoladas de abscessos de sola e pesquisa de B-lactamase.

3. Isolar espiroquetas em lesdes de dermatite digital e identifica-las por exame
direto de biopsias e pela PCR, utilizando iniciadores para o gene 16S rDNA.
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VI - MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizadas neste estudo nove vacas leiteiras acometidas por abscesso de sola
procedentes de trés fazendas dos municipios mineiros de Esmeraldas, Serra do
Cip6 e Joao Monlevade, sendo uma vaca da raca holandesa, trés vacas mesticas
Jersey e Holandesa e cinco vacas Jersey PO (puras de origem). Destes animais as
coletas foram realizadas em 18/12/2003 na 12 fazenda, 27/04/2005 na 22 fazenda e
31/08/2005 na 32 fazenda. Para cada uma das propriedades citadas, foram obtidas
informacdes sobre 0 manejo dos animais, as condicbes ambientais e caracteristicas

do rebanho. Tais informacdes foram fornecidas pelos veterinarios responsaveis.

A fazenda 1 tinha um rebanho formado por 100 vacas em lactacao, todas da mesma
raga, alojadas em sistema intensivo “free stall’, sendo que uma delas, holandesa
preto e branco com cinco anos de idade e que tinha duas crias, estava acometida
por abscesso de sola. A higiene nos estabulos era inadequada, com a retirada da
matéria organica feita por raspagem. O piso, de cimento abrasivo, era lavado uma
vez por semana e o0 dimensionamento dos frisos e das canaletas néo
proporcionavam boa drenagem, contribuindo para o acumulo de fezes e urina.
Naquela fazenda, as enfermidades digitais ocorrem durante todo o ano, com registro
de que 10% dos animais eram acometidos e, destes, 4% foram descartados e 30%
estavam acometidos por mastites. Como medida preventiva, 0os animais eram
casqueados uma vez ao ano, no periodo seco das vacas, e o pedilivio usado
diariamente. As visitas do veterinario ocorriam semanalmente. A dieta dos animais
feita com silagem de milho, feno de tifton, concentrado preparado (a base de milho,

farelo de soja, sal mineral, polpa citrica e caro¢o de algodao) na prépria fazenda.

Na fazenda 2 havia duas vacas, da raca Jersey PO, acometidas por abscesso de
sola. Uma delas tinha duas lesdes, sendo que uma das lesdes ja havia recebido
tratamento, sem que houvesse cura. A outra vaca havia recebido tratamento e
também n&o se obteve cura. Nesta mesma fazenda havia um rebanho de 30 vacas
em lactacdo, da raca Jersey PO, sendo que 30% daqueles animais foram
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acometidos por afec¢des podais ocorridas durante todo o ano. Dos animais doentes,
15% foram descartadas. A limpeza dos estabulos era feita pela raspagem da matéria
organica (fezes e urina) e pela lavagem diaria. O piso era de cimento ndo abrasivo,
mas as estradas pelas quais os animais eram conduzidos até os piquetes tinham
muitos pedregulhos, o que poderia causar lesdes nos cascos. Em 50% das vacas de
primeira cria, aparecia lesdo no espaco interdigital. Como medida preventiva, 0s
animais eram casqueados uma vez por ano, no periodo seco das vacas, e 0
pedilivio era usado duas vezes por més. A dieta fornecida para as vacas em
lactacdo era balanceada e consistia de volumoso, concentrado e sais minerais. A

visita do veterinario ocorria uma vez por més.

Na fazenda 3 havia seis vacas acometidas por abscesso de sola, sendo trés
mesticas, Jersey e holandesa, e trés Jersey PO. Uma delas Jersey PO tinha lesdo
nos cascos dos dois membros pélvicos, a outra vaca mestica havia recebido
tratamento no casco de um dos membros pélvicos e ndo houve cura. Também as
trés vacas Jersey PO ja haviam sido tratadas sem apresentarem cura. Os
tratamentos ndo foram conduzidos conforme prescricdo feita pelo veterinario
responsavel. Na mesma fazenda havia um rebanho de 100 vacas em lactacao,
mesticas, Jersey e holandesa, e Jersey PO. As afeccfes podais ocorriam durante
todo o ano e era o maior problema na propriedade; 20% dos animais foram
acometidos e destes 50% foram descartados. Os animais eram estabulados em
sistema semi-intensivo, o piso dos estabulos era de cimento ndo abrasivo, mas 0s
caminhos para a sala de ordenha eram irregulares. As condicbes de higiene eram
péssimas, nos estabulos a limpeza se fazia apenas raspando a matéria organica, o
piso era umido e irregular, desfavoraveis aos animais. O casqueamento ndo era
usado como medida de prevencédo, mas sim como medida curativa. O pedilivio era
usado duas vezes por més. A dieta fornecida as vacas em lactacéo era balanceada
e consistia de volumoso, concentrado e sais minerais. A visita do veterinario ocorria

uma vez por més.
Também foram utilizadas neste estudo oito vacas de aptiddo leiteira, todas

acometidas por dermatite digital, procedentes da fazenda 1, do municipio de

Esmeraldas, e fazenda 4, do municipio de Caeté.
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Da fazenda 1 foi feita a colheita do material clinico em dois animais acometidos por
dermatite digital, sendo uma novilha mestica da raca holandesa e Gir, com 22 meses
de idade, primipara, que apresentava leséo tipo proliferativa. A outra vaca, da raca
holandesa, apresentava leséo tipo ulcerativa.

A fazenda 4 tinha um rebanho de 190 animais, com 48 vacas em lactacao, das racas
holandesa PO, Jersey PO e mesti¢ca Girolando. As novilhas eram mantidas no pasto
e as vacas, depois do parto, eram estabuladas em sistema intensivo “free-stall’,
durante toda a lactagcéo, e recebiam no cocho forragem e ragéo balanceada. O piso
dos estabulos era de cimento ndo abrasivo. As condi¢cdes de higiene eram ruins: nos
estadbulos a limpeza se fazia apenas raspando-se a matéria organica, o piso era
umido. O veterinario informou que, 20 dias depois de serem 0s animais estabulados,
apareciam as lesdes de dermatite digital. As primiparas eram as mais acometidas.

No rebanho havia 15 vacas acometidas por dermatite digital.

Foi feita a coleta dos espécimes clinicos de seis vacas com dermatite digital:

e Vaca da raca holandesa PO, com trés anos e uma cria, apresentava leséao
com 30 dias (ulcerativa) e ja havia recebido tratamento tGpico com terramicina
e bandagem, sem cura. Estava acometida de metrite;

e Vaca da raca holandesa PO com quatro anos e duas crias, tinha lesdo ha 30
dias (ulcerativa) e recebeu s6 um curativo;

e vaca da raca holandesa PC, de seis anos de idade e quatro crias, tinha leséo
de dermatite digital ha 90 dias (proliferativa);

e vaca da raca holandesa PC, com idade de oito anos e quatro crias, lesao de
dermatite digital ha 90 dias (proliferativa);

e vaca Jersey PO, com idade de dez anos e quatro crias, com lesdo de
dermatite digital havia 30 dias (ulcerativa) em forma de morango. N&o
recebeu tratamento;

e vaca Jersey PO, com idade de seis anos e trés crias, a lesdo tinha 30 dias

(ulcerativa). de acordo com descricao de SOUZA,(2005).
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2. Coleta dos espécimes

2.1. Coleta dos espécimes de abscesso de sola

Os animais identificados com abscesso de sola, apés inspec¢do individual dos
membros, foram conduzidos para o tronco de casqueamento para ser feita a coleta
do espécime clinico. O casco de cada animal foi lavado com 4gua e auxilio de uma
escova e feito anti-sepsia com solucdo lodex (Pfizer). Em seguida, foi feita
curetagem das areas escuras na sola do casco, pesquisando-se, com 0 uso de
rineta, a presenca de abscessos. Encontrado abscesso, a secre¢ao era retirada com
zaragatoa estéril. Cada espécime coletado foi transferido para frasco contendo 2 ml
de meio de transporte anaerobio (solucdo de Ringer, pré-reduzida — PRAS)
(SUTTER et al., 1995), sob fluxo de CO,, para conducédo ao laboratorio.

2.2 Coleta de espécime clinico de dermatite digital

Da fazenda 1 foi realizada a coleta do material clinico em dois animais acometidos
por dermatite digital, sendo uma novilha mestica da raca holandesa e Gir e uma
vaca da raca holandesa. Da fazenda 4 foi feita a coleta dos espécimes clinicos de
seis vacas acometidas de dermatite digital: duas da raca holandesa PO, duas da

raca holandesa PC e duas vacas Jersey PO.

A fim de se proceder a bidpsia, a leséo foi rigorosamente lavada com jato de agua e
escova para remover a matéria organica. O membro de cada animal foi anestesiado
com 5 ml de lidocaina, via sub-cutdnea, em area proxima ao sitio lesado. Foi feita
biépsia de 6 mm da area ulcerativa ou proliferativa da lesdo. O material foi colocado
em frasco contendo 2 ml de meio de transporte anaerdbio (pré-reduzido, peptona,
levedura e glicose — PRAS — PYG) sob fluxo de CO,, e conduzido ao laboratorio.

Seu processamento foi feito até seis horas apos a colheita.
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3. Isolamento e identificacdo de bactérias de lesdes de abscesso de sola por
método bioquimico-fisiolégico

3.1 Microrganismos anaeré6bios obrigatérios

Os espécimes coletados no meio de transporte (PRAS) foram processados em
camara anaerébica (Model 1025, Forma Scientific), com atmosfera de 85% de
nitrogénio,10% de hidrogénio e 5% de gas carbbnico. Depois de homogeneizados,
para maior dispersdo, foram diluidos seriadamente (10" a 107) em solucdo de
Ringer PRAS. Para isolamento de bactérias anaerdbias estritas, aliquotas de 0,1 ml
de cada diluicdo foram plaqueadas em &agar Brucella (VETEC Quimica fina Ltda);
agar de soja tripticaseina (TSA) (Acumedia); Phenylethyl alcohol agar (PEA, BBL).
Todos os meios de cultura foram suplementados com 5% de sangue de carneiro,
hemina (5mg/ml), menadiona (10 mg/ml) e 0,5% de extrato de levedura. Foram
também utilizados o meio Omata-Disraeli e Agar Bacterdides—Bile-Esculina — BBE
(LIVINGSTON et al.,1978). Em seguida, as placas foram incubadas na camara de

anaerobiose a 37°C, por 72 horas.

De cada espécime foi preparado um esfregaco em lamina para coloracdo pelo

método de Gram, visando a observacao direta dos tipos morfotintoriais.

Apoés o periodo de incubacdo, processou-se a contagem do namero de colbnias
isoladas por placa e sua identificacdo preliminar, com base em caracteristicas
morfocoloniais e morfotintoriais. Em seguida, cinco colénias de cada morfotipo,
isoladas das placas contendo de 30 a 300 coldnias, foram repicadas em agar
sangue suplementado, com incubacdo em condi¢Bes de anaerobiose, a 37°C, por

72 horas, para obtencao de culturas puras.

As amostras foram identificadas com base nas caracteristicas coloniais,
morfotintoriais e o teste respiratorio, pela incubacdo, em meio de agar sangue, em
condicdes de aerobiose, microaerofilia (método da vela) e anaerobiose (método
mecanico camara de anaerobiose). Foi considerado anaerdbio estrito aquele isolado

gue cresceu somente em condi¢cdes de anaerobiose. de acordo com EDELSTINE,
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1990. A identificacdo no nivel de espécie ndo foi realizada devido & contaminagéo

por fungos na camara de anaerobiose e consequente perda das amostras.
3.2 Microrganismos aerdbios e anaerdbios facultativos

Para recuperacdo de microrganismos aerdébios e anaerobios facultativos, os
espécimes foram diluidos como descrito anteriormente e, em capela de fluxo
laminar, foram semeados em agar sangue e em &gar eosina-azul-de-metileno (Agar
EMB, Difco). Em seguida, foram incubados em estufa bacterioldgica, a 37°C, por 24
a 48 horas. De cada espécime foi preparado esfregaco em lamina para coloracédo
pelo Gram, visando observacao dos tipos morfotintoriais. A identificacdo presuntiva
foi baseada nos aspectos das colonias em agar sangue e em agar EMB e nas
caracteristicas morfotintoriais, conforme FINEGOLD. (1990), KRIEG. (1994) e
KONEMAN et al.(2001). Os microrganismos recuperados foram submetidos a testes
bioquimicos com utilizacdo de kits para Enterobactéria APl — 20E (Biomerieux), para
0os bastonetes Gram-positivo APl Coryne (Biomerieux) e coloracdo de Albert
Layborn.

As amostras isoladas foram mantidas em agar sangue durante a realizacdo das

provas, e criopreservadas em freezer a —86°C, no caso dos anaerobios estritos, e a

—20°C para os anaerdébios facultativos.
4- Determinacdo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade foram realizados pelo método de diluicdo em agar
conforme recomendado pelo CLSI (The National Commitee for Clinical Laboratory
Standards Institute). Os aerébios e 0s anaerdbios facultativos foram cultivados em

agar Mueller Hinton (Acumedia) e incubados a 35°C, de 16 a 20 horas.

A padronizagdo do inéculo foi realizada utilizando-se de 3 a 5 colénias do mesmo
tipo morfologico, semeadas em agar TSA e incubadas a 37°C, de 2 a 6 horas, para
as bactérias aerObias e anaerdbias facultativas. A densidade da suspensao foi
ajustada (utilizando-se solucéo de salina estéril 0,85%) para cerca de 10® unidades

formadoras de col6nias por mililitro (UFC/ml), comparando-se sua turvacdo com o
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padrdo 0,5 da escala de MacFarland, para obtencdo de concentracéo final de 10°

UFC por ponto.

De acordo com lista sugerida pelo CLSI, baseando-se na literatura (FAJT et al.,2001;
SOUZA 2005) e em comunicacdo pessoal com veterinarios, foram utilizados os
seguintes antimicrobianos: Penicilina G em sua forma comercial (CEME),
Ampicilina/sulbactam (Pfizer), Tetraciclina (SIGMA Chemical Co.) e Metronidazol
(SIGMA Chemical Co.). As solugdes estoque dos antimicrobianos foram esterilizadas
por filtragdo (membrana 0,22um) e mantidas, por até 90 dias, a —20°C.
Concentracdes crescentes (de 0,0625ug/ml a 256,00ug/ml) de cada droga, a partir
de solucdes estoque, foram adicionadas a 40 ml de agar Mueller-Hinton e
posteriormente distribuidos em placas de Petri. Utilizando-se o replicador de Steers
(Steers et. al; 1959), os indculos padronizados (10° UFC por ponto) foram
adicionados sequencialmente as placas contendo as drogas, em ordem crescente
de concentracdo. As placas foram incubadas a 37°C, em condi¢cbes de aerobiose,

para os aerobios e anaerodbios facultativos, por 24 a 48 horas.

Apbs o periodo de incubacéo, foi realizada a leitura dos resultados, determinando-se
a concentracao inibitéria minima (CIM) de cada droga, para cada amostra bacteriana
testada. Foi considerada como CIM, a menor concentracdo de cada antibidtico que
inibiu totalmente o crescimento de cada amostra bacteriana testada. O controle de
gualidade é de grande importancia, no caso das provas de sensibilidade a
antimicrobianos, devido ao grande numero de variaveis que poderdo interferir nos
resultados. Foram utilizadas as seguintes amostras bacterianas de referéncia:
Escherichia coli ( ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 29213).

4-1 Pesquisa de B-lactamase

As amostras bacterianas foram submetidas ao teste de producédo de B-lactamase,
conforme ELLEN et al.(1999) e MAHON et al.(1995). Foi utilizado o método
cromogénico da celafosporina, que se baseia na deteccéo visual do produto final da
acdo hidrolitica da  B-lactamase, o qual é demonstrado por uma reacdo

colorimétrica. No procedimento foram utilizados discos de Cefinase (BBL)
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impregnados com nitrocefim. Para realizagéo dos testes, discos de nitrocefim foram
distribuidos na superficie de uma placa da Petri e umidecidos com agua destilada
esterilizada. Em seguida, col6nias isoladas de cada amostra, obtidas de cultura com
18-24 horas de incubacao, foram friccionadas sobre o disco com auxilio de alca
esterilizada. Depois de uma hora, os discos foram avaliados quanto a mudanca de
cor. A reacao positiva foi visualizada pela mudanca de cor do disco, de amarelo para
vermelho. Se nenhuma alteracdo de cor ocorreu, o teste foi considerado negativo
para a produgdo de B-lactamase. Como controle de qualidade foram utilizadas as
amostras de referéncia S. aureus ATCC 29213 (B-lactamase positivo) e E. coli ATCC

25922 (B-lactamase positivo).

5- Pesquisa de espiroquetas em lesdes de dermatite digital por exame direto

Para verificar a presenca de microrganismo espiralado, foi realizado exame direto do
material de bidpsia da lesdo de dermatite digital (em solu¢cdo PRAS-PYG), a partir de
esfregaco corado pela técnica do Gram, segundo metodologia descrita por BLOWEY
e SHARP (1988) e pela técnica de microscopia de campo escuro (READ et al.,
1999).

6 — Isolamento e identificacdo de espiroquetas de lesdes de dermatite digital

Para isolamento de espiroquetas, 0,1 ml de suspensdo do material da bidpsia,
homogeneizado em solu¢cdo PRAS-PYG, foi inoculado em caldo OTI (meio de
enriquecimento e seletivo para isolamento de Treponema oral, contendo rifampin
1ug/ml e enrofloxacin 5ug/ml). Também foram feitas semeaduras em meio de
ELLINGHAUSEN & MCCULLOGH, modificado por JOHNSON & HARRIS (EMJH),
acrescido de albumina bovina (JOHNSON & FAINE, 1984), que é utilizado para o
cultivo de Leptospira. Os inoculos foram incubados a 37°C, por cerca de 4 a 8
semanas. Todas as etapas foram executadas em camara anaerdbica. Quando
detectadas espiroquetas pelo exame em microscopico de campo escuro das

culturas, outros repiques eram feitos em caldo OTl e em meio EMJH.
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7- Extragdo de DNA total de cultura bacteriana

Foi utilizado o método descrito por WILSON et al. (1992) para extracdo total dos
acidos nucléicos. Cada amostra bacteriana foi inoculada em tubos contendo caldo
OTI, com incubacdo a 37°C, durante 4 semanas, em anaerobiose. ApOsS o0
crescimento, 3,0 ml da cultura foram transferidos para tubos coénicos de
centrifugagéo de polipropileno, com capacidade de 15 ml e centrifugados a 10.000 x
g 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso em 1,0
ml de TE 1:10, pH 8,0 (10mM Tris — 1mM EDTA). A suspenséo foi centrifugada a
10.000 x g 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram
adicionados 350ul de tampéo TE 1:10 (Tris 10 mM — EDTA 1 mM, pH 8,0). Depois
da homogeneizacgéao, para a lise das células, foram adicionados 150 pl de solugdo de
lisozima (10 mg/ml) e a mistura foi mantida a 37°C, durante 15 minutos. A ela foram
acrescentados 40 ul de SDS a 10%, seguindo-se a homogeneizacao por inversao do
tubo durante um minuto ou até que a suspensao ficasse clara. Em seguida foram
adicionados 60 puL de Proteinase K (20 mg/ml). A mistura foi incubada a 60°C,
durante 30 minutos. Em seguida foi adicionado acetato de sodio para concentracao
final de 0,5 M, com incubacdo por uma hora, a 50°C. O volume da mistura foi
completado para 3 ml com tampado STE (NaCl 150 mM, Tris — HCI 10 mM, EDTA 1
mM) e homogeneizado com igual volume de fenol — cloroformio — alcool isoamilico
(25:24:1), por duas vezes. ApOs cada etapa, o material foi centrifugado a 6.100g por
20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e transferido para novo recipiente,
acrescentando-se RNAse para concentracéo final de 1 mg/ml. Apdés incubacéo a
37°C, durante 30 minutos, foi realizada nova etapa de extracdo com fenol —
cloroformio — alcool isoamilico. O DNA foi precipitado com etanol absoluto por 18
horas, a —20°C e, entédo, centrifugado por 20 min, a 6.100g, sob refrigeracao (4°C),
lavado com etanol 70% mantido a temperatura ambiente (20 — 28°C) para secagem.
Como etapa final, o0 DNA foi solubilizado com tampao TE 1:10 (Tris 10mM e EDTA
1mM). A integridade dos DNAs obtidos foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose a 1%, a 4v/cm, por 4 horas. A concentracdo e o grau de pureza dos DNAs

foram determinados por espectrofotometria (absorbancia 260 nm e 280 nm).
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8- Deteccdo de bactérias espiraladas de amostra clinica por PCR (16SrDNA)

Para a deteccao de bactérias espiraladas, cerca de 6 mm do material de biépsia de
cada animal foram divididos em trés partes, as quais foram imersas em 3ml de
tampéo de lise (500mM Tris, pH 9,0, 20mM EDTA, 10mM NaCl, 1% SDS e 0,5
mg/ml de proteinase K) e incubadas a 60°C, por 16 a 24 horas, em agitador, a fim de
gue fosse liberado o DNA (BERGMANS et al., 1995). O material foi centrifugado a
2000 x g por 10 minutos e o sobrenadante tratado com fenol — cloroférmio — alcool
isoamilico, conforme citado no item anterior. O DNA precipitado foi solubilizado em
agua e estocado a —20°C (RIJPKEMA et al; 1997).

9- Reacdo de PCR - 16S rDNA

A reacdo de PCR foi feita inicialmente utilizando-se o conjunto de iniciadores
universais 16S (8F 5'AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG 3' e 907R 5'CCG TCA ATT CMT TTR
AGT TT 3') de acordo com NERCESSIAN et al.(2005) e RIJPKEMA et al. (1997). A
reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador marca MJ-Research Inc.,
modelo PTC 100, sendo que cada tubo de reacdo, com volume final de 25 pnlL,
consistiu de 5uL de tampéo de Taq polimerase (Phoneutria), (5X-10mM Tris pH 8,5,
50mM KCI, 0,1% de Triton X-100, 1,75mM MgCl, ), 200uM de cada
desoxiribonucleotideos trifosfatados (dNTP’s) (Invitriogen), 1,5U Taq polimerase
(Phoneutria), 20 pmoles de cada iniciador e 2uL de DNA molde (50 ng/ul)
previamente diluido em agua Milli-Q esterilizada. Para diminuir a amplificacdo

inespecifica, foi usado o programa, conforme quadro abaixo (Don et al., 1995).
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Componentes da PCR por tubo de reacao
iniciador 8F (senso) 20 picomoles 0,5 uL
Iniciador 907R (anti-senso) 20 picomoles 0,5uL
dNTP’s 200 uM 1,0uL
Tampao da Tagq DNA polimerase 1X 5,0uL
Tag DNA polimerase 1,5 Unidades 0,4uL
DNA molde 2 ul (50 ng/uL)
Volume final 25l
Ciclo Desnaturacédo |Pareamento |Extensao
1 94°C5e1 |64°CT 72°C 1,5
2 94°C 1’ 62°C 1” 72°C 1,5
3 94°C 1’ 60°C 1’ 72°C1,5
4 94°C 1’ 58°C 1’ 72°C1,5
5 94°C 1’ 56°C 1’ 72°C1,5
6* 94°C 1’ 54°C 1’ 72°C1,5
7 Extenséo final | 4°C infinito 72°C 10’

*25 ciclos nesta condicdo

Foram incluidos controles negativos (tubos contendo a mistura dos reagentes
usados para a PCR sem DNA molde). O produto de PCR foi analisado por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, em Tampao TAE 1x (4 mM Tris acetato;

1mM EDTA), a 5V/cm, corado pela prata.

10. Seqlienciamento

Para a confirmacao dos resultados obtidos na PCR com os DNAs das amostras 7A e
8A, isoladas de lesdes de dermatite digital de duas vacas leiteiras da fazenda 1, os
produtos amplificados foram purificados e posteriormente sequienciados segundo o
método originalmente descrito por SANGER et al., (1977).
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Inicialmente foi feita a purificagdo dos produtos amplificados usando o Kit GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (AMERSHAM BIOSCIENCES) conforme
instrucées do fabricante. O produto purificado foi sequenciado em ambas as
direcbes (senso e anti-senso), no minimo duas vezes, empregando-se 0S mMesmos
iniciadores utilizados para a amplificacdo pela PCR. Os sequenciamentos foram
feitos no Nuacleo de Andlise de Genoma e Expressdao Génica (NAGE) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em dias diferentes com produtos
purificados em diferentes dias. Foram utilizados nos seqienciamentos os reagentes
do Kit “DyEnamic™ ET Dye Terminator” as corrida foi feita em seqiienciador
automatico capilar Mega BACE 1000™ (AMERSHAM BIOSCIENCES) Sequencing
System .

As sequéncias nucleotidicas dos diferentes seqtienciamentos foram analisadas no
programa BLASTn (pacote BLAST 2.0 - BASIC ALIGNMENT SEARCH TOOL),
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST) (ALTSCHUL et al.,, 1997) para a busca de

similaridade entre as sequéncias obtidas e aquelas constantes no “GenBank”.

Os eletroferogramas obtidos dos sequienciamentos foram analisados no programa
PHRED (http://adenina.biomol.unb.br/phph/index.html) (EWING et al., 1998; EWING

& GREEN, 1998) para a verificacdo da qualidade das bases e formacdo da

sequéncia consenso de cada fragmento. Assim, somente as bases de alta
confiabilidade, repetidas nos diferentes sequenciamentos foram utilizadas para a
montagem da fita consenso final através do programa CAP3
(http://genome.cs.mtu.edu - Sequence Analysis Server — HUANG & MADAN. 1999) e
PHRED.

Para o alinhamento das sequUéncias consenso das amostras sequénciadas foram
utilizados 0s programas MultAlign

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) e CLUSTALW software package

(EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/. Para a construcéo da arvore filogenética

foi usado o programa MEGA Molecular Evolutionary Genetics Analysis versao 4
(http://www.megasoftware.net/) (TAMURA et al., 2007). O nivel de reprodutibilidade

foi garantido pela analise de “Bootstrap” de 1000 repeti¢cdes.
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VII- Resultados

1- Abscesso de sola

Do material coletado dos nove abscessos de sola, foram recuperadas 133 amostras
bacterianas, representativas de todos os tipos de colGnias crescidas em meio de
agar sangue e nos meios seletivos. Todas as amostras foram analisadas
preliminarmente quanto as caracteristicas morfocoloniais, morfotintoriais e teste
respiratério. A Tabela 1 registra a distribuicdo das amostras de bactérias
recuperadas segundo tipo morfolégico e respiratério e a procedéncia do animal.

Das 133 amostras bacterianas recuperadas de lesbes dos animais das fazendas,
107 foram caracterizadas como anaerobias facultativas e corresponderam a 80,5%
do total de amostras isoladas. Como anaerodbias obrigatorias, foram recuperadas 26
amostras que corresponderam a 19,5% das isoladas das trés fazendas. Em relacéo
aos tipos morfoldgicos, os bacilos Gram-negativo predominaram entre os anaerobios
facultativos representados por 84 amostras, que corresponderam a 63,2%. Ainda
foram isolados 20 amostras de bacilos Gram-positivo e trés amostras de cocos

Gram-positivo anaerobios facultativos.

No grupo dos anaerébios obrigatérios, houve o predominio de cocobacilos Gram-
negativo produtores de pigmento negro, com 25 amostras, que ndo foram
identificadas e corresponderam a 18,8% dos isolados. Também foi isolada uma
amostra de bacilo Gram-negativo. Analisando cada fazenda, pode-se observar que
na fazenda 1 s6 foram recuperadas amostras de bactérias anaerdbias facultativas:
nove amostras de bacilos Gram-positivo e sete de bacilos Gram-negativo, num total

de 16 amostras.

Da fazenda 2 foram recuperadas 36 amostras, sendo 18 anaerdbios facultativos com
predominancia de bacilos Gram-negativo, com 16 amostras, seguido por cocos
Gram-positivo, com duas amostras. Também foram isoladas 18 amostras de

cocobacilos Gram-negativo anaerdbios obrigatérios e produtores de pigmento negro.
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Dos animais da fazenda 3 foram isoladas 81 amostras bacterianas, sendo 73 de
anaerdébios facultativos, com predominio de bacilos Gram-negativo (61 amostras),
vindo em seguida os bacilos Gram-positivo, com 11 amostras, e uma amostra de
coco Gram-positivo. Dos anaerdbios obrigatorios foram isoladas oito amostras,
sendo sete de coco bacilos Gram-negativo produtores de pigmento negro e uma de

bacilo Gram-negativo.

Tabela 1 — NUmero de bactérias recuperadas de abscessos de sola de nove vacas
com aptidao leiteira provenientes de trés fazendas em Minas Gerais, segundo tipo

morfologico e respiratorio.

Tipo morfolégico N° Anaerébios facultativos (%) N° Anaerébios obrigatérios (%) | Total (%)
FL | F2 | F3 | Total FL] F2 | F3 | Total

Cocobacilo Gram-negativo e L L . 18 07 25 25(18,8)

Bacilo Gram negativo 07 16 61 84 (63,2) _ 01 01 85 (63,9)

Bacilo Gram-positivo 09 . 11 20 (15,0) . . _ 20 (15,0)

Coco Gram-positivo e 02 01 03 (2,3) e . . 03 (2,3)

TOTAL 16 18 73 107 (80,5) __ 18 8 26 (19,5) 133

Com base em caracteristicas morfocoloniais, morfotintoriais, teste respiratorio e
testes bioquimico-fisiologicos foi possivel a identificacdo, por género ou por espécie,
de 108 amostras bacterianas obtidas de nove vacas acometidas por abscesso de
sola. A Tabela 2 mostra a distribuicdo de 108 amostras bacterianas por fazenda,
agrupadas por animal. Na fazenda 1 foram identificadas amostras recuperadas de
um espécime clinico colhido de uma vaca da raca holandesa acometida por
abscesso de sola onde foram predominantes: Corynebacterium aquaticum, entre os
bacilos Gram-positivo (quatro amostras), seguida por Corynebacterium
minutissimum (uma amostra), Brevibacterium spp (duas amostras) e Listeria grayi
(duas amostras). Entre os bacilos Gram-negativo foram identificadas: Salmonella
arizonae, com trés amostras, Salmonella spp, com uma amostra, e Citrobacter
freundii, com duas amostras da familia Enterobacteriaceae, seguida por uma
amostra de Aeromonas sobria, também bacilo Gram-negativo. Todas as amostras
identificadas sdo anaerObias facultativas, totalizando 16 amostras, com

predominancia de bacilos Gram-positivo.

46



A tabela 2 também registra a distribuicdo das amostras identificadas de duas vacas
da raca Jersey PO, procedentes da fazenda 2. Ambas as vacas possuiam dois tipos
de lesbes, por isso foi feita a colheita de dois espécimes clinicos de cada lesdo. Em
continuidade, as vacas desta fazenda receberam os nimeros 2 e 3 neste estudo. Da
vaca 2 foram isoladas 11 amostras bacterianas, sendo observado o predominio de
anaerébios facultativos. Escherichia coli foi a espécie predominante, com dez
amostras, seguida pela Klebsiella pneumoniae, com uma amostra. Da vaca 3 foram
identificadas sete amostras de anaerébios facultativos, sendo cinco da familia
Enterobacteriaceae: Escherichia coli (trés amostras), Proteus vulgaris, (duas

amostras) e cocos Gram-positivo Entercocus faecalis, também duas amostras.

Da fazenda 3, a distribuicdo das amostras isoladas de seis vacas acometidas por
abscesso de sola, sendo trés vacas mesticas Jersey e holandesa e trés Jersey PO,
também estdo apresentadas na Tabela 2. As vacas daquela fazenda receberam os

ndmeros de 4 a 9 neste estudo.

Da vaca 4 foram identificadas 13 amostras, todas anaerdbias facultativas,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e tendo a Escherichia coli como a de
maior freqiiéncia (nove amostras), seguida por Klebsiella oxytoca (duas amostras),

Escherichia fergusoni, com uma amostra, e Citrobacter freundii, com uma amostra.

Da vaca 5 foram identificadas 12 amostras, todas anaerobias facultativas e também
pertencentes a familia Enterobacteriaceae: Escherichia coli e Klebsiella oxytoca,
ambas com quatro amostras, Cromobacter sakazakii e Enterobacter cloacae, com

duas amostras cada.

Do material clinico colhido da vaca 6, foram identificadas 19 amostras bacterianas.
Predominaram os anaerébios facultativos, sendo o género Bacillus spp o mais
freqente, com dez amostras, seguido por uma amostra de Listeria grayi. Também
foram identificadas da familia Enterobacteriaceae: Klebsiella oxytoca (cinco

amostras), Escherichia coli (duas amostras) e Enterobacter cloacae (uma amostra).
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Foram identificadas 13 amostras bacterianas da vaca 7, sendo predominantes 0s
anaerébios facultativos da familia Enterobacteriaceae: Escherichia coli (oito
amostras); Enterobacter agglomerans (duas amostras) e Klebsiella oxytoca (uma
amostra). Também foram identificados cocos Gram-positivo, Enterococcus faecalis

(uma amostra), e uma amostra de anaerdbio obrigatério, o Fusobacterium sp .

Da vaca 8 foram identificadas dez amostras de bactérias, com predominancia de
Enterobacter cloacae, com cinco amostras. Em seguida, Klebsiella oxytoca, com
duas amostras, Serratia liqguefaciens, com duas amostras, e Klebsiella pneumoniae,
com uma amostra. Todas anaerbbias facultativas e pertencentes a familia

Enterobacteriaceae.

Foram identificadas 7 amostras de bactérias provenientes da vaca 9, todas
anaerodbias facultativas: Aeromonas sobria, com duas amostras, e as da familia
Enterobacteriaceae — Escherichia coli, com duas amostras, Enterobacter cloacae,

Cromobacter sakazakii e Salmonella spp, com uma amostra cada.

48



TABELA 2- Amostras bacterianas identificadas de abscessos de sola de 9 vacas de

aptidao leiteira das 3 fazendas em Minas Gerais.

R - Fazenda 1 Fazenda 2 Fazenda 3
Género/espécie
Al A2 [ A3 [ A4 [ A5 [ A6 [ A7 ] A8 ] A9 T | (%) |
Fusobacterium sp 01 1
Anaerébios obrigatoérios 01
Citrobacter freundii 02 01 3 2,77
Enterobacter agglomerans 02 2 1,86
Enterobacter cloacae 02 01 05 01 9 8,3
Cromobacter sakazakii 02 01 3 2,7
Escherichia coli 10 03 09 04 02 08 02 38 35,2
E.fergusoni 01 1 0,93
Klebsiella oxytoca 02 04 05 01 02 14 12,1
Klebsiella pneumuniae 01 01 2 1,86
Proteus vulgaris 02 2 1,86
Salmonella arizonae 03 3 2,7
Salmonella spp 01 01 2 1,86
Serratia liquefaciens 02 2 1,86
Total Enterobacteriaceae 06 11 05 13 12 08 11 10 05 81 75,0
Outros
Aeromonas sobria 01 02 3 2,7
Bacillus spp 10 10 9,2
Brevibacterium spp 02 2 1,86
C.aquaticum 04 4 3,7
C.minutissimum 01 1 0,93
Listeria grayi 02 01 3 2,7
Enterococcus faecalis 02 01 3 2,7
Anaerdébios facultativos 16 11 07 13 12 19 12 10 07 107 99,0
Total geral das 3 fazendas 16 11 07 13 12 19 13 10 07 108
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Fazendo uma analise geral da tabela 4, verifica-se que, das 108 amostras
identificadas, de todas as nove vacas, foram predominantes os anaerobios
facultativos, representados por 107 amostras (99%), sendo que, da vaca 1,
predominaram os bacilos Gram-positivos dos géneros Corynebacterium, com cinco
amostras, e Listeria, com duas amostras. Da vaca 6, o género Bacillus foi o mais
prevalente, com dez amostras (9,2%). Entre as Enterobacteriaceae, E coli, com 38
amostras (35%), foi identificada como amostra predominante nas vacas 2, 3, 4,5, e
7, mas também foram identificadas nas vacas 6 e 9, com duas amostras cada,;
klebsiella oxytoca foi identificada nas amostras clinicas das vacas 4,5,6,7,e 8;
correspondendo a 12,10% dos identificados. Enterobacter cloacae, com 8,3%, foi
identificada nas vacas 5, 6, 8 e 9; Cromobacter sakazaki foi identificada nas vacas 5
e 9; Citrobacer freundii foi identificada nas vacas 1 e 4; k. pnemoniae soO foi
identificada nas vacas 2 e 8; Salmonella spp e Aeromonas sobria sé foram
identificadas nas vacas 1 e 9. Algumas amostras bacterianas foram recuperadas
apenas de um animal: Enterobacter agllomerans (vaca 7), E. fergusoni (vaca 4),
Proteus vulgaris (vaca 3) e Salmonella arizonae (vaca 1). Quanto aos bacilos
Gram-positivo, o género Bacillus so6 foi identificado na vaca 6; Listeria grayi foi
identificada nas vacas 1 e 6 e as amostras de Corynebacterium aquaticum e
Corynebacterium minutissimum so foram identificadas na vaca 1. Quanto aos cocos

Gram-positivo, Enterococus faecalis foi identificado nas vacas 3 e 7.

O quadro 2 mostra os dados obtidos neste trabalho em relacdo aos animais, ao

manejo e aos fatores ambientais de cada fazenda.
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QUADRO 2 - Caracteristicas das vacas de aptidao leiteira, do manejo e do ambiente nas fazendas onde foram coletados espécimes clinicos

de abscessos de sola e dermatite digital.

CARACTERISTICA FAZENDA 1 FAZENDA 2 FAZENDA 3 FAZENDA 4

Vacas em lactagdo 100 30 100 45

Raca Holandesa PO Jersey PO Jersey PO, mestica Holandesa PO, Jersey
Holandesa/Jersey PO,Girolando

Afeccdes podais

Frequentes, todos 0s tipos

Frequentes, todos 0s tipos

Frequentes, todos 0s tipos

Frequentes, todos o0s tipos

Quando ocorre

Todo o ano

Todo o ano

Todo o ano

Todo o ano

Animais acometidos

10%

30%

20%

33%

Descartes

4% dos acometidos

15% dos acometidos

50% dos acometidos

20% dos acometidos

Sistema de criacao

Estabulado, - intensivo,”free
stall”

Estabulado, semi-intesivo

Estabulado, semi-intensivo

Estabulado, - intensivo,
free stall

Tipo de piso

Cimento abrasivo e nao ha
declinio ideal

Cimento néo abrasivo, trilha
com pedregulhos e
piquetes com pedregulhos.

Cimento néo abrasivo,
caminho p/sala de ordenha
com piso irregular.

Cimento nao abrasivo

Limpeza do piso nos
estabulos

Raspando matéria organica
e lavando uma vez por
semana

Raspando matéria organica
e lavando diariamente

Raspando matéria organica

Raspando matéria
organica

Casqueamento Preventivo duas vezes, Preventivo, uma vez no Preventivo nao é feito, Preventivo nao é feito
periodo seco e na lactacdo | periodo seco somente o curativo

Pedilavio Diario Uma vez por més Uma vez por més N&o é usado

Umidade Presenca Auséncia Presenca Presenca

Matéria organica Presenca Auséncia Presenca Presenca

Ocorréncia de outras
enfermidades

30% vacas ja tiveram
mastite

50% das vacas primiparas
aparecem com lesao no
espaco interdigital

30% vacas ja tiveram

mastite

Ocorre metrite, mamite e

retencdo placentaria.

Visita do veterinario

A cada 7 dias

A cada 30 dias

A cada 60 dias

A cada 15 dias




2- Determinagédo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e produgéo de
B-lactamase

Os resultados dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos para as 67
amostras bacterianas isoladas, a partir da coleta em trés fazendas, foram
interpretados considerando-se o0s pontos criticos das drogas testadas conforme
recomendacdo do CLSI (2007). Os resultados obtidos estdo apresentados nas
Tabelas 3, 4, 5. Todas as amostras testadas foram resistentes para penicilina G e

para o metronidazol.

Os resultados das provas de suscetibilidade aos antimicrobianos das 15 amostras
bacterianas isoladas dos animais procedentes da fazenda 2 estdo apresentados na
Tabela 3. Das 13 amostras de E. coli isoladas de animais da Fazenda 2, 12 (92%)
apresentaram resisténcia a ampicilina/sulbactam e a tetraciclina. As faixas de
variacdo das CIMs para os antimicrobianos testados contra as amostras de E. coli
foram de 16 a 256 pg/ml para ampicilina/sulbactam, de 8 a >256 pg/ml para
tetraciclina e de >256 pg/ml para penicilina G e para o metronidazol. As duas
amostras de E. faecalis procedentes do animal 3 foram sensiveis a ampicilina/

sulbactam e resistentes a tetraciclina.



TABELA 3 — Suscetibilidade a antimicrobianos de 15 amostras de anaerdbios
facultativos recuperados de abscessos de sola de duas vacas leiteiras da Fazenda 2

e de duas amostras de referéncia (CIM em ug/ml), teste da 3 lactamase.

N°-Amostra Espécie  Animal AP 1T PN ME B lactamase
1 E. coli 2 R R R R +
2 E. coli 3 R R R R +
3 E. coli 2 R R R R +
4 E. coli 2 R R R R +
5 E. coli 2 R R R R +
6 E. coli 2 R R R R +
7 E. coli 2 R R R R +
8 E. coli 2 R S R R +
9 E. coli 2 S R R R +
10 E. coli 2 R R R R +
11 E. coli 3 R R R R +
12 E. coli 2 R R R R +
13 E. coli 3 R R R R +
14 E. faecalis 3 S R R R _
15 E. faecalis 3 S R R R _

ATCC 2913  S. aureus S S R R +

ATCC25373 E. coli _ S R R R +

AP=ampicilina/sulbactan; TT=tetraciclina; P= penicilina; ME= metronidazol

R= resistente S= sensivel
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A tabela 4 registra a suscetibilidade a antimicrobianos de 25 amostras de E. coli
recuperadas de abscessos de sola de cinco bovinos leiteiros da Fazenda 3 e de
duas amostras de referéncia (CIM em pg/ml). Todas as amostras foram resistentes a

penicilina e a metronidazol. Em relagdo a ampicilina/sulbactam, 22 amostras

apresentaram-se sensiveis; 17 amostras foram também sensiveis a tetraciclina.

Das nove amostras de E. coli, isoladas da vaca 4, oito mostraram-se sensiveis a
ampicilina/sulbactam; em relagéo a tetraciclina, trés amostras foram caracterizadas
como sensiveis e seis amostras mostraram-se resistentes. As faixas de variacdo das
CIMs para os antimicrobianos testados contra as amostras de E. coli isoladas da
vaca 4 foram de 1,0 a 64,0 pg/ml, para ampicilina/sulbactam, e de 2 a >256 ug/ml

para tetraciclina.

Todas as quatro amostras de E. coli isoladas da vaca 5 mostraram-se sensiveis a
ampicilina /sulbactam e resistentes a tetraciclina. As faixas de variacdo das CIMs
foram de 4,0 a 16,0 pg/ml para ampicilina /sulbactam e de 128 a 256 pug/ml para

tetraciclina.

As duas amostras de E. coli isoladas da vaca 6 foram sensiveis para
ampicilina/sulbactam e para tetraciclina, sendo que a variacdo das CIMs foram de

8,0 ng/ml para ampicilina/sulbactam e de 2,0 a 4,0 ug/ml para tetraciclina.

Das 8 amostras isoladas da vaca 7, seis foram sensiveis a ampicilina/sulbactam e
guatro foram sensiveis a tetraciclina, apresentando variacdo da CIM 4,0 a 32,0 pg/mi

para ampicilina/sulbactam e de 2,0 a 256,0 pg/ml para tetraciclina.
Da vaca 9 foram isoladas duas amostras de E. coli, que se mostraram sensiveis a

ampicilina/sulbactam e a tetraciclina, com CIM de 8,0 a 16,0 ug/ml para

ampicilina/sulbactam e de 4,0 pug/ml para tetraciclina.
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TABELA 4 — Suscetibilidade a antimicrobianos de 25 amostras de anaerobios

facultativos recuperados de abscessos de sola de seis vacas leiteiras da Fazenda 3

e de 2 amostras de referéncia (CIM em pg/ml), teste da 8 lactamase.

N°- Amostra Espécie Animal AP 1T PN ME B lactamase
1 E. coli 4 S S R R +
2 E. coli 4 S R R R +
3 E. coli 4 R R R R +
4 E. coli 4 S S R R +
5 E. coli 4 S R R R +
6 E. coli 4 S R R R +
7 E. coli 4 S S R R +
8 E. coli 4 S R R R +
9 E. coli 4 S R R R +
10 E. coli 5 S R R R +
11 E. coli 5 S R R R +
12 E. coli 5 S R R R +
13 E. coli 5 S R R R +
14 E. coli 6 S S R R +
15 E. coli 6 S S R R +
16 E. coli 7 R S R R +
17 E. coli 7 S R R R +
18 E. coli 7 S R R R +
19 E. coli 7 S R R R +
20 E. coli 7 S S R R +
21 E. coli 7 S R R R +
22 E. coli 7 S S R R +
23 E. coli 7 R S R R +
24 E. coli 9 S S R R +
25 E. coli 9 S S R R +

ATCC 2913 S.aureus S S R R +

ATCC25373 E. coli S S R R +

AP=ampicilina/sulbactan; TT=tetraciclina; P= penicilina; ME= metronidazol

R= resistente S= sensivel
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A tabela 5 registra a suscetibilidade a antimicrobianos de 27 amostras bacterianas
recuperadas de abscessos de sola de seis vacas leiteiras da fazenda 3. Todas as
amostras testadas apresentaram também resisténcia a penicilina e a metronidazol.
Das 14 amostras de K. oxytoca avaliadas, seis apresentaram resisténcia a
ampicilina/sulbactam e treis a tetraciclina. Das nove amostras de E. cloacae , sete
foram sensiveis a tetracicina e somente uma amostra foi sensivel a
ampicilina/sulbactam. Das trés amostras de Cromobacter sakazakii duas foram
resistentes a ampicilina/sulbactam e as treis sensiveis a tetraciclina. A amostra de E.
faecalis foi sensivel a ampicilina/sulbactam e resistente a tetraciclina.

Das duas amostras de K. oxytoca, isoladas da vaca 4, uma foi sensivel a
ampicilina/sulbactam e a tetraciclina, e outra foi resistente as duas drogas, sendo
gue a variacdo das CIMs foram de 8,0 a 32 pg/ml para ampicilina /sulbactam e de

8,0 a 128,0 pg/ml para tetraciclina.

Da vaca 5 foram testadas 4 amostras de K. oxytoca, sendo que todas foram
sensiveis a tetraciclina. Em relacdo a ampicilina/sulbactam, duas amostras foram
sensiveis e duas resistentes, apresentando variacao das CIMs de 16,0 a 32,0 pg/mi

para ampicilina /sulbactam e de 2, 0 pg/ml para tetraciclina.

As cinco amostras de K. oxytoca, isoladas da vaca 6, foram sensiveis a tetraciclina,
e a ampicilina/sulbactam quatro delas, sendo que a variacdo das CIMs foi de 0,24 a

32,0 pg/ml para ampicilina /sulbactam e de 0,5 a 4,0 pg/ml para tetraciclina.

Uma amostra de K. oxytoca isolada da vaca 7 foi sensivel a tetraciclina e resistente
a ampicilina/sulbactam; os valores de CIM foi de 64,0 pg/ml para
ampicilina/sulbactam e de 2,0 ug/ml para tetraciclina. As duas amostras de K.
oxytoca isoladas da vaca 8,uma foi sensiveil a tetraciclina e a ampicilina/sulbactam.
As CIMs foram de 16,0 a 32,0 pg/ml para ampicilina/sulbactam e de 8,0 ug/ml para

tetraciclina. A outra amostra foi resistente a ambas as drogas

Também foram testadas 9 amostras de E.cloacae. Das 2 amostras isoladas da vaca

5, uma amostra foi sensivel para ampicilina/sulbactam e tetraciclina, a outra foi
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resistente para as duas drogas. As variacdo das CIMs foi de 2,0 a 32,0 pg/ml para

ampicilina /sulbactam e de 1,0 a 128 pug/ml para tetraciclina.

A Unica amostra de E.cloacae, isolada da vaca 6, mostrou-se resistente a
ampicilina/sulbactam e a tetraciclina, apresentando valor de CIM de 64,0 pg/mi
ampicilina/sulbactam e 256,0 pg/ml para tetraciclina. Todas as amostras de
E.cloacae isoladas da vaca 8 foram resistentes para ampicilina/sulbactam (CIM
variando de 32,0 a 64,0 pg/ml) e sensiveis para tetraciclina (CIM de 2,0 pg/ml).
Também a amostra isolada da vaca 9 apresentou sensibilidade a tetraciclina (CIM de

2,0 ug/ml) e resisténcia a ampicilina/sulbactam, com valor de CIM de 32,0 pg/ml.

Também foram testadas 3 amostras de C. sakazakii sendo que 2 amostras foram
isoladas da vaca 5 e 1 da vaca 9. Ambas amostras isoladas da vaca 5 foram
resistentes a ampicilina/sulbactam (CIM de 32,0 pg/ml) e sensiveis a tetraciclina
(CIM de 1,0 a 2,0 pg/ml). A amostra de C. sakazakii isolada da vaca 9 foi sensivel a

ampicilina/sulbactam (CIM de16,0 pug/ml) e a tetraciclina (CIM de 4,0 pg/ml).

A amostra de E. Faecalis, isolada do animal 7, se mostrou sensivel para
ampicilina/sulbactam e resistente para tetraciclina; os valores para CIMs foram de

8,0 ug/ml para ampicilina/sulbactam e de 128,0 ug/ml para tetraciclina.

Todas as 67 amostras bacterianas foram também avaliadas quanto a producéo de B-
lactamase. Os resultados obtidos, apresentados na tabelas 3, 4 e 5, mostram que
somente as 3 amostras de E. faecalis foram caracterizadas como B-lactamase

negativas.
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TABELA 5 — Suscetibilidade a antimicrobianos de 27 amostras representativas de
anaerdébios facultativos recuperados de abscessos de sola de seis vacas leiteiras da

Fazenda 3 (CIM em pg/ml), teste da B lactamase.

N°-Amostra  Espécie Animal AP 1T PN ME B lactamase
1 K. oxytoca 4 S S R R +
2 K. oxytoca 4 R R R R +
3 K. oxytoca 5 S S R R +
4 K. oxytoca 5 R S R R +
5 K. oxytoca 5 S S R R +
6 K. oxytoca 5 R S R R +
7 K. oxytoca 6 S S R R +
8 K. oxytoca 6 S S R R +
9 K. oxytoca 6 S S R R +
10 K. oxytoca 6 S S R R +
11 K. oxytoca 6 R R R R +
12 K. oxytoca 7 R S R R +
13 K. oxytoca 8 R R R R +
14 K. oxytoca 8 S S R R +
15 E. cloacae 5 R R R R +
16 E. cloacae 5 S S R R +
17 E. cloacae 6 R R R R +
18 E. cloacae 8 R S R R +
19 E. cloacae 8 R S R R +
20 E. cloacae 8 R S R R +
21 E. cloacae 8 R S R R +
22 E. cloacae 8 R S R R +
23 E. cloacae 9 R S R R +
24 C. sakazakii 5 R S R R +
25 C. sakazakii 5 R S R R +
26 C. sakazakii 9 S S R R +
27 E. faecalis 7 S R R R

AP=ampicilina/sulbactan; TT=tetraciclina; P= penicilina; ME= metronidazol

R= resistente S= sensivel
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Tabela 6. Sintese dos resultados obtidos na determinagdo do perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos. de 67 amostras testadas dos 8 animais das 3
fazendas de exploracao leiteira.

Amp/sulbactam Tetraciclina Penicilina Metronidazol
Amostra  Fazenda

S R S R S R S R
2 1 12 1 12 0 13 0 13
E.coli
3 22 3 14 11 0O 25 0 25
K.oxytoca 3 8 6 12 2 0 14 0 14
E. cloacae 3 1 8 7 2 0O 9 0 9
C.sakazakii 3 0 3 3 0 0O 3 0 3
2 2 0 0 2 0 R 0 2
E.faecalis
3 1 0 0 1 0 R 0 1

R= resistente S= sensivel
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Fazendo uma analise da tabela 6 podemos verificar que, na fazenda 2 das 13
amostras testadas de E.coli 12 foram resistentes para ampicilina /sulbactam e
tetraciclina, enquanto que,na fazenda 3 das 25 amostras de E.coli testadas 22

foram sensiveis para ampicilina /sulbactam e14 foram sensiveis para tetraciclina,

Também nesta fazenda em relacdo as 14 amostras de K. oxytoca testadas 8 foram
sensiveis para ampicilina /sulbactam 12 foram sensiveis para tetraciclina, das 9
amostras de E. cloacae testadas 8 mostraram-se resistentes a ampicilina /sulbactam
e 7 foram sensiveis para a tetraciclina , ja as 3 amostras de C. sakazakii foram
resistentes para ampicilina /sulbactam e sensiveis para tetraciclina.

As 3 amostras de E. faecalis,1da fazenda 3 e 2 da fazenda 2 testadas, foram

sensiveis para ampicilina /sulbactam e resistentes para tetraciclina.
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3 - Pesquisa de espiroquetas em lesdes de dermatite digital por exame direto e
cultivo

Das biopsias feitas dos animais MG7A e MG8A (da fazenda 1) foram realizados
exame direto pelo Gram e em microscopia de campo escuro, mas nao foram
visualizados microrganismos espiralados. O material da biépsia foi inoculado nos
meios de OTIl e EMJH e, apds quatro semanas de incubacdo em anaerobiose a
37°C, foram visualizados microrganismos espiralados. Realizaram-se varios

repiques para se obter um crescimento abundante com a finalidade de extrair DNA.

Da fazenda 4, foram feitas bidépsias dos animais 3,4,5,6,7 e 8. De todas as amostras
coletadas, com excecao da obtida no animal 6, foram visualizados micorganismos

espiralados pelo exame direto por microscopia de campo escuro.

4 - Pesquisa de espiroquetas em lesdes de dermatite digital por PCR e
seqlenciamento

Nas reacdes de PCR, realizadas utilizando DNAs extraidos de cultura pura (animais
da fazenda 1; MG7A e MG8A) de amostras clinicas (animais da fazenda 4; 2, 3, 4,
5, 6, 7, e 8), foi amplificado um fragmento de 900 pb. A Figura 1 mostra o perfil
eletroforético dos produtos da amplificacdo pela PCR do DNA extraido das amostras

cultivadas e de material clinico de lesdes de dermatite digital de vacas leiteiras.
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1 234 56 78 91011

900 pb

FIGURA 1 — Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis obtidos pela PCR com
o DNA extraido das amostras cultivadas e de biopsias de lesdes de dermatite
digital de vacas leiteiras. Canaletas 1 e 2, fragmentos amplificados com o DNA
extraido de amostras cultivadas, a partir do material clinico coletado de lesbes de
dermatite digital dos animais MG7A e MGS8A, respectivamente; Canaletas 3 a 8,
fragmentos amplificados com o DNA extraido diretamente do material de lesdes de
dermatite digital dos animais, 3, 4, 5, 6, 7, 8; Canaleta 9 controle positivo (DNA de
Leptospira); Canaleta 10: Padrdo de tamanho molecular. 50pb DNA Ladder
(INVITROGEN-BRL). Canaletall: controle dos reagentes usados na reacéo PCR.

Para a andlise das sequéncias nucleotidicas do produto de amplificacdo das amostras
MG7A e MGS8A, inicialmente foi avaliada a qualidade dos eletroferogramas pelo
programa PHRED, de modo que somente as bases de alta confiabilidade (>30),
repetidas em série nos diferentes seqguenciamentos foram selecionadas para a
construcdo da sequéncia consenso final. Assim, o programa PHRED/CAP3 gerou uma
sequéncia consenso final, de 829 pb do sequenciamento do fragmento de 900pb do

produto de PCR purificado para cada uma das amostras.

A busca de similaridade entre as seqiiéncias consenso das amostras MG7A e MG8A
foi feita utilizando-se o programa CLUSTAW W, versdo 1.6 (THOMPSON et al., 1994).

Sendo verificada uma similaridade e identidade de 100% entre elas.
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Foi feito também o alinhamento das sequéncias consenso das amostras MG7A e
MG8A com 13 sequéncias disponiveis no “GenBank” usando-se 0s programas
CLUSTAW W e Multialin-Multiple sequence alignment by Florence Corpet Disponivel
em: http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html. A figura 2 mostra o

alinhamento destas amostras. A andlise dos dados revelou que os indices de
similaridade nucleotidica encontrados entre as amostras isoladas e as do “GenBank”
variaram de 68 a 99%. O mais alto valor de similaridade encontrado foi de 99% para
as diferentes espécies de microrganismos como mostrado na tabela 8. Os menores
indices de similaridade nucleotidica encontrada foram para trés espécies de
Treponema, sendo que este variou de 68 a 75% (tabela 8).

As sequéncias de nucleotideos das amostras MG7A e MG8A e das 13 sequencias do
“GenBank” foram utilizadas para a constru¢do da arvore filogenética. Os parametros
utilizados foram o método de “Neighbor-joining” usando o modelo de substituicdo de
nucleotideos de Kimura 2 parametros implementados no programa Mega versao 4
(TAMURA et al., 2007). O nivel de reprodutibilidade da arvore filogenética foi garantido

pela analise de “Bootstrap” de 1000 repeticoes.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

MG7A - MG8A  GACGCTGGCGGCAGGCTTA-CACATGCARGTCGAGCGETAGCACAGGEGGAGCTTGCTCCCTGGETGACGAGCGECGEACGEGTGAGTARTGTCTGGGARA-CTGCCTGATGGAGGGGGATARCTA

Uncultured bacterium-D0316956 ARCGCTGGCGGCAGGCTTARCACATGCARGTCGAGCGGTAGCACARGGEGAGC TTGCTCCCTGGETGACGAGCGECGGACGEGTGAGTARTGTC TGGGARA-CTGCC TGATGGAGGGGGATARCTA
Uncultured bacterium-EF510326 ARCGCTGGCGGCAGGCTTARCACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GGEGAGCTTGCTCCCTGGETGACGAGCGGCGGACGEETGAGTARTGTC TGGGARA-CTGCC TGATGGAGGGGGATAACTA
Serratia gp. -AM403719 ARCGCTGGCGGCAGGCT TAACACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GEGGAGCT TGCTCCCTGE6TGACGAGCGGCGEACGGGTGAGTARTGTCTGGGARA-CTGCCTGATGGAGGGEGATAACTA
3.narcescens-AY49885 ARCGCTGGCGGCAGGCTTARCACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GGEGAGCTTGCTCCCTGGGETGACGAGCGGCGGACGGETGAGTARTGTC TGGGARA-CTGCC TGATGGAGGGGGATAACTA
icultured bacterium-AY700617 AACGCTGGCGGCAGGCTTARCACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GEEGAGCTTECTCCCTGGGETGACGAGCGGECGGACGGETGAGTARTGTC TGGGARA-CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA
Pseudomonas sp.AM911627 ARCGCTGGCGGCAGGCTTARCACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GGGGAGCTTGCTCCCTGGGETGACGAGCGGCGGACGEETGAGTAATGTCTGGGARA-CTGCC TGATGGAGGGGGATAACTA
Bacterium 2-1-D0163941 ARCGCTGGCGGCAGGCT TAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACA-GGGGAGCT TGCTCCCTGEGTGACGAGCGECGEACGEGTGAGTARTGTCTGGEARA-CTRCCTGATGGAGGGGGATARCTA
Pfluorescens -D0417330 AACGCTGGCGGCAGGCTTARCACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GGGEAGCTTGCTCCTTG66TGACGAGCGGCGEACGGETGAGTARTGTC TGEGARA-CTGCC TGATGGAGGGGGATARCTA
S.nematodiphila-EU036987 ARCGCTGGCGGCAGGCTTARCACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GGEGAGCT TGCTCCCCGGGTGACGAGCGGCAGACGEGTGAGTARTGTCTGGGARR-CTRCCTGATGGAGGGGGATARCTA
Uncultured gamma bacterium AACGCTGGCGGCAGGCT TAACACATGCARGTCGAGCGGTAGCACA-GGGGAGCT TGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGEGTGAGTARTGTCTGGGAAR-CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTA
T.denticola-NC-002967 GAACGCTGGCGGCGCETCTTARGCATGCARGTCGAACGG---TARGG-GAGAGCTTGCTCT-CCCCTA--GAGTGGCGGAC TGGTGAGTARCGCGTGGGTGACC TGCCCTGAAGATGGGGATAGCTA

Treponema pedis-EF061270 GCATGCARGTCGAACGG---CARGGTARGAGCTTGCTCTTACCCTA-~-GAGTGGCGGACTGGTGAGTARCGCGTAGGTGACCTGCCCTGARGATGGGGATAGCTA
T.phagedenis-EF061266 GCATGCARGTCGARCGG---CAAGGGAGGAGCTTGCTTCTCCCCTA--GAGTGGCGGACTGGTGAGTARCGCGTGGGTGATCTGCCCTTAAGATGGGGATAGCTC
Consensus aACGCTGGCGGCaghict TaacaCATGCARGTCGAgCGGL aglAca, GGGGAGCTTGCTCCct ggg TgacGAGCGGCGGACgGGTGAGTAALGEcTGGGaaA,CTGCC gat gGAgGGGGATAACTA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 3 + + + + + + + + + + + |

MG7A - MG8A CTGGARACGGTAGCTARTACCGCATA=======- ACGTCGCARGACCAAAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTARTGGCTCACCTA

iitured bacterium-DQ316956 CTGGAAACGGTAGCTARTACCGCATA======= ACGTCGCARGACCARAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTAARTGGCTCACCTA
altured bacterium-EF510326 CTGGARACGGTAGCTARTACCGCATA======= ACGTCGCAARGACCAAAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTA
Serratia sp. -AM403719 CTGGAARACGGTAGCTAATACCGCATA======= ACGTCGCARGACCARAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTARTGGCTCACCTA
3.narcescens-AY49885 CTGGAARACGGTAGCTARTACCGCATA==—==—=—~ ACGTCGCARGACCARAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTARTGGCTCACCTA
ured bacterium-AY700617 CTGGARACGGTAGCTARTACCGCATA======= ACGTCGCAARGACCARAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTA
ieudomonas sp.AM911627 CTGGARACGGTAGCTAARTACCGCATA======= ACGTCGCARGACCAARGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTA
Bacterium 2-1-D0163941 CTGGAARCGGTAGCTAATACCGCATA======= ACGTCGCARGACCARAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTARTGGCTCACCTA
P.fluorescens -D0417330 CTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATA=====m= ACGTCGCARGACCARAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTARTGGCTCACCTA
S.nemat odiphila-EV036987 CTGGAAACGGTAGCTARTACCGCATA======~ ACGTCGCARGACCARAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTA
ultured gamma bacteriurn CTGGARACGGTAGCTARTACCGCATA=—==——-~ ACGTCGCARGACCAAAGAGG---GGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA-GCTAGTAGGTGGGGTARTGGCTCACCTA

T.denticola-HC-002967 GTAGARATATTAGATARTACCGARTGTGCTCATTTACATARARGGTARRTGAGGARAGGAG-CTACGG--CTCC-GCTTCAGGATGGGCCCGCGTCCCATTA-GCTAGTTGGTGAGGTARAGGCCCACCAR
lreponema pedis-EF061270 GTAGAAATATTAGATARTACCGARTGTGCTTATACGGATAARGCCGTATARGGARAGGAG-CTACGG--CTCC-GCTTTAGGATGGGCCTGCGTCCCATTA-GCTTGTTGGTGAGGTARCGGCCCACCAR
T.phagedenis-EF061266 CTAGARATAGGAGGTARTACCGARTACGCTTATACGGATARAGCCGTATAAGGARAGGAGGCTACGG--CCTT-GCTTGAGGATGAGCCCGCGTCCCATTATGCTTGTTGGTGAGGTAARCGGCTTACCAR
Consensus CTgGARAcgGTAGCTARTACCGEATA, . .. .. .ACGtcgcARGaCcARAGAGE., . .GGgacCTLCGGgcCTCTEGCcaTcaGATGLGCCCagaTgggATTA GCTAGTaGGTGgGGTARLGGCTCACCER

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

MG7A-MGBA ergacGATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGARC TEAGACACGETCCAGAC TCCTACGGGAGGCAGCAGTGEGGARTAT TGCACAATGEGCGCARGCC TEATGCAGCCATGCCECE

itured bacterium-UQ315956 GGCGACGATCCC TRGCTGRTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC TGGARC TGAGACACGETCCAGACTCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGCACARTGGGCGCARGCC TRATGCAGCCATGCCGLE
ditured pacterlum-EF510326 Goegac GATCCCTAGC TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGARC TGAGACACGGTCCAGACTCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACARTGGGCGCARGCC TGATGCAGCCATGCCGLG
_  Serratia gp. -AM403719 ceeeacGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC TGGARC TGAGACACGGTCCAGACTCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT TGCACARTGGGCECARGCCTGATGCAGCCATGCCGLG
3.narcescens-AY49885 GarGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGARC TGRGACACGGTCCAGACTCCTACGGEAGECAGCAGTGGGEARTATTGCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGEE
ured bacterium-AY700617 coeracGATCCCTAGC TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC TGGARC TGAGACACGGTCCAGAC TCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTAT TGCACARTGGGCGCARGCC TGATGCAGCCATGCCGLG
.eudomonas sp.AMIN1627 cereaCEATCCCTAGC TGETCTGAGAGGATGACCAGCCACAC TGGARC TGAGACACGGTCCAGACTCC TACGGGAGGCAGCAGTGGEGARTAT TGCACARTGGECGCARGCC TGATGCAGCCATGCCGLG
Bacterium 2-1-DO183941 GGCGACGATCCCTAGCTGHTC TGAGAGGATGACCAGCCACACTGGARC TGAGACACGGTCCAGAC TCC TACGGGAGGCAGCAGTGGEGAATAT TGCACARTGGGCGCARGCC TGATGCAGCCATGECCGLG
P.fluorescens -D0417330 GGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC TGGAAC TGAGRCACGGTCCAGAC TCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGCACARTGEGCGCARGCC TGATGCAGCCATRCCGLG
S.nematodiphila-EU036987 GRCGACGATCCCTAGC TGETC TGAGAGEATGACCAGCCACAC TGGARC TGAGACACGGTCCAGAC TCC TRCGEGAGGCAGCAGTGGEGARTAT TGCACARTGGGCGCARGCC TGATGCAGCCATGCCGLG
ultured aamma bacterium gCGACGATCCC TAGC TGRTC TGAGAGGATGACCAGCCACAC TGGARC TRAGACACGETCCAGAC TCC TACGGGAGGCAGCAGTGGEGAATAT TGCACARTGEGCGCARGCE TGATGCAGCCATGCCGLG
T.denticola-HC-002967 GGCARCGATGGGTATCCGECCTGAGAGGGTGARCGEACACAT TGEGAC TGAGATACGGCCCARACTCC TACGEGAGGCAGCAGC TARGAATCTTCCGCARTGGACGARAGTC TGACGGAGCGRCGCCGTE
T.pedis-EF061270 GGCGACGATGGGTATCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGACACAT TGGGAC TGAGATACGGCCCARACTCCTACGGGAGGCAGCAGCTARGARTCTTCCGCARTGEACGARAGTC TGACGGAGCGACGCCGEG

T. phagedenis-EF061266  GGCGACGATGGGTATCCGECCTGAGAGEGTGGACGEACACAT TGEGAC TRAGATACGGCCCARACTCC TACGGGAGGCAGCAGC TARGAATAT TCCGCARTGGACGGARGTC TGACGGAGCGACGCCGLG
Consensus GGCGACGATcccTAgCLGELE TGAGAGGEATGACCaGeCACACTGEAAC TRAGACACGGECCAZACTCC TACGGGAGGCAGCAGE gzgGARTAT TeCaCARTGGZCECARGEE TGALGCAGCCALGCCGLG




391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| + + + + + + + + + + + + |

HG7A-HGRA  TGTGTGARGARGGCCTTCGGGTTGTARAGCACT TTCAGCGAGGAGGARGGTGGTGARCTTARTACGTTCATCARTTGACGTTACTCGCA-GARGAAGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAR

wred bacterium-DQ316356 TGTGTGARGARGGCCTTCGGGTTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGARGGTGGTGAACTTARTACGTTCATCART TGACGT TACTCGCA-GAAGAAGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAR
tured bacterium-EF510326 TGTGTGAAGARGGCCTTCGGGTTGTAARGCACTTTCAGCGAGGAGGARGGTGGTGARCTTARTACGTTCATCARTTGACGT TACTCGCA-GARGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
Serratia sp. -AM403719  TGTGTGARGAAGGCCTTCGGGTTGTARRGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGARCTTARTACGTTCATCART TGACGT TACTCGCA-GAAGARGCACCGGC TARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
3.narcescens-AY49885 TGTGTGAAGARGGCCTTCGGGTTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGARGGTGETGARCTTARTACGTTCATCAATTGACGTTACTCGCA-GARGARGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGRTAR
ured bacterium-AY700617 TGTGTGARGARGGCCTTCGGETTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAACTTARTACGTTCATCARTTGACGTTACTCGCA-GARGARGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
;eudomonas sp.AM9I11627 TGTGTGARGARGGCCTTCGGGTTGTARAGCACT TTCAGCGAGGAGGARGGTGRTGAGCTTARTACGTTCATCAATTGACGT TACTCGCA-GARGARGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGRTAR
Bacterium 2-1-D0163941 TGTGTGAAGARGGCCTTCGGGTTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGARGGTGGTGAGCTTARTACGTTCATCAAT TGACGTTACTCGCA-GARGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARA
P.fluorescens -DO417330 TGTGTGAAGARGGCCTTCGGGTTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGARGGTGGTGAACTTARTACGTTCATCARTTGACGTTACTCGCA-GARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
S.nematodiphila-EU036987 TGTGTGARGARGGCCTTCGGGT TGTAARGCACT TTCAGCGAGGAGGARGGTGGTGAGCTTAATACGCTCATCARTTGACGT TACTCGCA-GARGAAGCACCGGC TARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
ultured gamma bacterium TGTGTGARGARGGCCTTCGGGTTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGARGGTGGTGARCTTARTACGTTCATCART TGACGT TACTCGCA-GARGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGRTAR
T.denticola-HC-002967 -TGAATGARGARGGCCGAARGGTTGTAARATTCTTTTGCAGATGAAGAATARGARGARGAGGGARTGCTTCTTTGATGACGGTAGTCATGCGARTARGCCCCGGCTARTTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
‘reponema pedis-EF061270  TGARTGARGARGGCTGARAAGTTGTARARTTCTTTTGCAGATGARGARTARGGAGATGAGGGARTGCGTCTTCGATGACGGTARTCATGCGARTARGGGGCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
T.phagedcenis-EF0B1266  TGGACGARGAAGGCCGAAAGGTTGTARAGTTCTTTTGCCGATGARGAATARGAGGATGAGGGARTGCGTCCTTGATGACGGTAGTCGAGCGAATARGCCCCGGCTARTTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAR
Consensus . TGtgTGARGARGGCCtLcgGGTTGTARAGCaCT TTcagCGAgGRgGARggt GEtGRacttaatAcGt TcaTcaat TRGACGE TACTCGea, GARgARGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
I % + + + + + + + + + + + |
MG7A - MG8A TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGARTTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGRAARTCCCCGGGCTCARCCTGGGAACTGCATTTGARRCTGGCARGCTAGAGTCTCGTA

itured bacterium-D0316956 TACGGAGGGTGCARGCGTTARTCGGARTTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCARCCTGGGAACTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
ultured bacterium-EF510326 TACGGAGGGTGCARGCGTTARTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCAACCTGGGARCTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
Serratia §p. -AM403719 TACGGAGGGTGCARGCGTTAATCGGARTTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGAARTCCCCGGGCTCARCCTGGGAACTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
3.narcescens-RY49885 TACGGAGGGTGCAAGCGTTARTCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCAACCTGGGARCTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
ured bacterium-AY700617 TACGGAGGGTGCAAGCGTTARTCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCARCCTGGGARCTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
eudomonas sp.AMI11627 TACGGAGGGTGCARGCGTTARTCGGAAT TACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARARTCCCCGGGCTCARCCTGGGARCTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
Bacterium 2-1-D0163941 TACGGAGGGTGCAAGCGTTARTCGGARTTACTGGGCGTARRGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCARCCTGGGAACTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
Pfluorescens -DO417330 TACGGAGGGTGCAARGCGTTARTCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARRTCCCCGGGCTCARCCTGGGARCTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
S.nematodiphila-EU036987 TACGGAGGGTGCARGCGTTARTCGGARTTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTRAAGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
altured gamma bacteriurn TACGGAGGGTGCARGCGTTARTCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTARGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCARCCTGGGARCTGCATTTGARACTGGCARGCTAGAGTCTCGTA
T.denticola-HC-002967 CACGTARGGGGCGAGCGTTGTTCGGARTTATTGGGCGTARAGGGTATGTAGGCGGT TAGGTARGCCTGGTGTGAAATCTACGAGCTCAARCTCGTARACTGCATTGGGTACTGCTTGACTTGARTCACGGA
Treponema pedis-EF061270 CACGTAARGCCCCARGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTARAGGGCATGTAGGCGGTTATGTARGCCTGATGTGARATCTACGAGCTTAARCTCGTARACTGCATTGGGTACTGGGTAARCTTGAATCACGGA
T.phagedenis-EF061266 CACGTARGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAARGGGCACGCAGGCGGGTTGGTARGCCTGATGTGAARATACTCARGCTTAACTTGAGARTTGCATTGGGTACTGCCAGTCTTGARTCACGGA
Consensus tACGgAgGGEGCARGCGTTaaTCGGAAT TACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTTGL TAAGLCaGATGTGARRTCCcCGgGCTCARCcTGgGARCTGCATTLGaaACTGGCARECTaGAgTCECGLA
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651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

I I

MG7A - MG8A GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGEACGARGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARACAGGAT TAGAT
Itured bacterium-DQ316956 GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGAARGCGTGGGGAGCARRCAGGATTAGAT
Jitured bacterium-EF510326 GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGAT
Serratia go. -AM403719 GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGAT
3.narcescens-AY49885 GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGLGAAGGCGGCCCCCTGEGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGAARGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGAT
ured bacterium-AY700617 GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARRCAGGATTAGAT
eudomonas sp.AMI11627 GAGGGGGGTAGARTTCCAGGTGTAGCGGTGAARTGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARACAGGAT TRGAT
Bacterium 2-1-D0163941 GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARARTGCGTAGAGATCTGGAGGRATACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGEGGAGCARACAGGATTAGAT
P.fluorescens -DQ417330 GAGGGGGGTAGARTTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGAARGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGAT
S.nematodiphila-EU036987 GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGAARGCGTGGGGAGCARRCAGGATTAGAT
sttured gamma bacterium GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGGAGGARTACCGGTGGCGARGGCGGCCCCCTGGACGARGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCCARCAGGATTAGAT
T.denticola-HC-002967 GGGGARACCGGAATTCCARGTGTAGGGGTGGARTCTGTAGATATTTGGAAGARCACCGGTGGCGARGGLGGGTTTCTGGCCGATGATTGRCGCTGATATACGARGGTGCGGGGAGCARACAGGATTAGAT
Treponema pedis-EF061270 GGGGARACCGGAARTTCCARGTGTAGGGGTGGARTCTGTAGATATTTGGARGARCACCGGTGGCGAAGGCGGGTTTCTGGCCGATGATTGACGCTGAGATGCGAAGGTGCGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
T.phagedenis-EF061266 GGGGAAACCGGAATTCCARGTGTAGGGGTGGAATCTGTAGATATTTGGARGARCACCGGTGGCGARGECGEGTTTCTGGCCGATGATTGACGCTGAGGTGCGARGETGTGEGGAGCARACAGGATTAGAT
Consensus GalGibggegt aGARTTCCAgGTGTAGCGETGaAAT2cGTAGAgATcTGGAgGARLACCGETGGCGARGGLGGcceccCTGGaCGAaGAcTGACGCTcAGGTGCGARaGeGTGEGGAGCARACAGGATTAGAT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

I % + + + + + + + + + + + |
MG7A - MGga ACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC=-=-=-CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
itured bacterium-D0316956 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAARCGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC--=-~CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
iitured bacterium-EF540326 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAARCGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC----CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
Serratia gp. -AM403719 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC~--~CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
.narcescens-AY49885 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTARRCGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC----CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
ured bacterium-AY700617 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC----CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
eudomonas sp.AM911627 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAARCGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC-==-~CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
Bacterium 2-1-D0163944 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAARCGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC~--=-CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
Pfluorescens -DO417330 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC-=--=-CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
S.nemat odiphila-EU036987 ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAARCGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCC-=--~-CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA
stured gamma bacteriurn ACCCTGGTAGCCCACGCTGTRAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCC----CTT--GAGGCGTGGCTTCCGGA

T.denticola-HC-002967 ACCCTGGTAGTCCGCACAGTARRCGATGTACACTAGGTGTCGGGGCARGAGCTTCGGTGCCGACGCARACGCATTARGTGTACCGCCTGGGARGTATGCCCGCARGGGTGARACTCAARGGARTTGACGG

Treponema pedis-EF061270 ACCCTGGTAGTCCGCACAGTAARARCARTGTACACTAGGCGT TGGAGCARGAGCTTCAGTGCCGACGCARACGCATTARGTGTACCGCCTGGGARGTATGCCCGCARGGGTGARACTCARAGGARTTGACGG

T.phagedenis-EF061266 ACCCTGGTAGTCCACACAGTARACGATGTACACTAGGTGTTGGGGCARGAGCTTCAGTGCCGGCGCARACGCARTARGTGTACCGCCTGGGGAGTATGCCCGCARGGGTGARACTCARAGGARTTGACGG

Consensus ACCCTGGTAGTCCACgCLGTARACGATGTcgAL TLGGAGETEGLGCe, , . LCTT, .Gabg O gaCLECEGEA, o vvvevesvosossosossosossossssossosossossssossosossososss

FIGURA 2 Alinhamento das sequUéncias de nucleotideos das amostras MG7A e MGS8A, isoladas durante este trabalho a partir de
lesdes de dermatite digital de vacas de aptidao leiteira, com sequéncias de referéncia depositadas no “GenBank”. Para a geragao

deste alinhamento foi utilizado o programa Multialin-Multiple sequence alignment.
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TABELA 7 - Valores de similaridade encontrados quando as sequéncias de
nucleotideos das amostras MG7A e MG8A foram comparadas entre si e com
demais sequéncias de referéncia do “GenBank”.

NUmero do acesso no Espécie Similaridade (%)
“GENBANK”

Amostra MG7A/MG8A 100
DQ316956 Uncultured bacterium 99
EF510326 Uncultured bacterium 99
AM403719 Serratia sp. EP28" 99
AY498856 Serratia .marcescens 99
AY700617 Uncultured bacterium 99
AM911627 Pseudomonas sp. 99
DQ163941 Bacterium 2-1 99
DQ417330 Pseudomonas fluorescens 99
EU036987 Serratia nematodiphila 99
EF071206 uncultured gamma proteobacterium 99
NC_002967 Treponema denticola 75
EF061266 Treponema phagedenis 70

EF061270 Treponema pedis 68




S.marcescens-AY498856
Uncultured bacterium-DQ316956

MGTA - MGBA

100

51

100

Uncultured bacterium-EF510326
Serratia sp. EP28-AM403719
Uncultured bacterium-AY700617
P.fluorescens strain 3B 16S-DQ417330
Uncultured gamma proteobacterium-EF071206
Bacterium 2-1 16S gene-DQ163941
Pseudomonas sp. - AM911627
S.nematodiphila - EU036987
Treponema phagedenis - EF061266
Treponema denticola - NC 002967
Treponema pedis - EF061270

Figura 3 - Arvore filogenética consenso construida com base na seqiiéncia

nucleotidica do fragmento de 900bp obtidos com o DNA extraido dos isolados

da lesdo de dermatite digital dos animais MG7A e MG8A e de sequéncias de

referéncia de 13 amostras do “GENBANK”. Para a construcdo da arvore foi

utilizado o programa MEGA versdo 4. Em destague as amostras isoladas, durante

este trabalho.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliou-se a participacdo da microbiota bacteriana em 9
abscessos de sola de bovinos procedentes de trés fazendas de exploracéo leiteira.
Os microorganismos anaerobios facultativos foram o0s predominantes,
correspondendo a 80,5% dos isolados, enquanto os anaerdbios obrigatérios
corresponderam 19,5% do total dos isolados. Dentre os anaerébios facultativos, os
bacilos Gram-negativo apresentaram maior freqiéncia de isolamento (63,2% das
amostras isoladas). Ainda, foram isolados bacilos e cocos Gram-positivo. No grupo
dos anaerdbios obrigatorios, houve predominio dos cocobacilos Gram-negativo
produtores de pigmento negro, que corresponderam a 18,8% dos isolados. Foi

também isolada uma amostra de bacilo Gram-negativo.

Analisando os resultados obtidos para cada uma das fazendas, verificam-se
diferencas quanto ao tipo morfolégico e respiratério dos microrganismos isolados.
Dos bovinos da fazenda 1 foram recuperadas 16 amostras de bactérias anaerobias
facultativas, sendo 7 de bacilos Gram-negativo e 9 de bacilos Gram-positivo; nao
foram isolados microrganismos anaerobios obrigatérios. Dos animais da fazenda 2,
foram recuperadas 36 amostras, sendo 18 anaerobios facultativos (bacilo Gram-
negativo e coco Gram-positivo e 18 anaerébios estritos (todos cocobacilo Gram-
negativo). Nos animais da fazenda 3 foi observada a maior diversidade de isolados,
sendo 73 de anaerdbios facultativos (bacilo Gram-negativo, bacilo Gram-positivo e
coco Gram-positivo) e 8 de anaerdbios obrigatorios (cocobacilo Gram-negativo e

bacilo Gram-negativo).

Foram identificadas 108 amostras bacterianas que foram agrupadas por fazenda e
por animal. Novamente, foi observada variacdo na composicdo da microbiota
isoladas dos diferentes animais. Maior diversidade foi observada na vaca 1,
procedente da fazenda 1, da qual foram isoladas 8 espécies bacterianas. Em
seguida, os animais 6, 7 e 9 foram os que apresentaram maior diversidade da
microbiota de lesdo de abscesso de sola, com o isolamento de 5 espécies
bacterianas. Os animais 2 e 3, ambos provenientes da fazenda 2, foram os que
apresentaram menor diversidade, com o isolamento de duas e trés espécies,

respectivamente.
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Das espécies bacterianas isoladas, E. coli, K. oxytoca e E. cloacae foram as mais
freqUientes: dos nove animais estudados E. coli foi isolada de sete, K. oxytoca de
cinco e E. cloacae de quatro animais. As demais espécies bacterianas foram

isoladas somente de um ou dois animais.

Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura que indicam que a
etiologia do abscesso de sola € de natureza polimicrobiana e multifatorial
(LANGWORTH, 1997; QUINN et al., 1994 e 2005; SWEDEN,1997; GREENOUGH,
1998; SILVA et al., 1999; BERRRY, 2001 e 2006). Com relagéo a fonte de infeccao
para os bovinos acometidos por abscesso de sola alguns fatores ambientais e de
manejo dos animais devem ser considerados. Os microrganismos identificados
neste estudo podem ser originarios do trato gastrointestinal dos bovinos, pois as
espécies predominantes foram as da Familia Enterobacteriaceae. Também podem
ser provenientes do solo e do meio-ambiente, como o L. grayi que pode vir das

pastagens, fezes de animais e da agua, assim como C. aguaticum (da agua).

Segundo MOLINA et al., (1999), em animais estabulados, a limpeza € um fator
desafiante, quando a agua € usada para limpeza do piso a umidade favorece o
amolecimento dos cascos. Por outro lado, a retirada de dejetos somente por
raspagem nao € suficiente para evitar o acimulo de matéria organica no piso das
instalacdes, 0 que podera constituir um problema para o casco dos bovinos. O
amolecimento dos cascos por excesso de umidade, presenca de matéria organica,
desgaste excessivo, decorrente da abraséo no piso da maioria das instalacdes, além
de laminites, séo os fatores desencadeantes desta enfermidade, pois irdo favorecer
a penetracdo dos microrganismos do ambiente através das fissuras da linha branca

e muralha do casco.

Esses fatores foram observados nas fazendas estudadas. Em relacdo ao manejo
dos animais acometidos por abscesso de sola nas trés fazendas, o sistema de
criacdo era de estabulacdo intensiva ou semi-intesiva e havia acimulo de matéria
organica e umidade no piso das instalacdes. Na fazenda 1, as afec¢des podais sédo
freqientes durante todo o ano, o cimento do estdbulo era abrasivo e ndo havia

declinio ideal, a matéria organica do piso era retirada por raspagem, lavagem
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semanalmente, havendo umidade e como medidas preventivas usava-se pedilivio

diério e casqueamento (Quadro 2).

Na fazenda 2, afeccBes podais também eram freqlentes durante todo o ano.
Embora o cimento do estabulo ndo fosse abrasivo, as trilhas por onde os animais
eram conduzidos para a sala de ordenha continham pedregulhos o que favorecia a
penetracdo de corpos estranhos no casco. A matéria organica do piso era retirada
por raspagem e lavagem diéria, existindo umidade. Como medidas preventivas,

usava-se pedilivio uma vez por més e casqueamento preventivo (Quadro 2).

Na fazenda 3, afec¢bes podais também eram frequentes durante todo o ano. Como
na fazenda 2, o cimento do estabulo néo era abrasivo, mas as trilhas por onde os
animais eram conduzidos para a sala de ordenha continham piso irregular o que
favorecia a penetracdo de corpos estranhos no casco. A matéria organica do piso
era retirada por raspagem, existindo umidade. Como medidas preventivas, usava-se
pedilivio uma vez por més e casqueamento sO era usado como curativo (Quadro 2).

Nas trés fazendas ocorriam casos de mamite e mastite.

Segundo DIAS e MARQUES, (2003), os fatores predisponentes para as afeccdes de
casco devem ser identificados em cada propriedade leiteira, pois cada rebanho
apresenta caracteristicas proprias. A identificacdo dos fatores predisponentes é peca
chave para o controle da ocorréncia de novos casos da doenca e para a cura dos
animais acometidos. As afeccbes de cascos tém quatro principais causas: fatores
ambientais, genéticos, infecciosos e nutricionais. Na pratica, esses fatores
predisponentes podem estar associados ou apenas um fator pode estar causando o
problema no rebanho. Nas fazendas mencionadas, os fatores predisponentes foram
as condi¢cBes de higiene, piso Uumido e irregular desfavoravel aos animais e nas

fazendas 2 e 3, falta de medidas preventivas para saude dos cascos.

Com a finalidade de determinar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi feito
o teste de CIM e pesquisa de B-lactamase em 67 amostras bacterianas isoladas a
partir de coletas em 9 vacas leiteiras procedentes de trés fazendas em Minas Gerais.

Todas as amostras testadas foram resistentes a penicilina G e ao metronidazol. As
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amostras bacterianas que foram isoladas em apenas um animal ndo foram testadas

por n&o ser significativo

De acordo com (BOECK e BOOTHE,1998 QUINN et. al.,2005 ) os antimicrobianos
ampicilina e tetraciclina sdo recomendados para o combate de enfermidades
causadas por microrganismos Gram-positivo e Gram-negativo (E. coli, Klebsiella,
Enterobacter) em Medicina  Veterinaria. Com a escolha da combinacéo
ampicilina/sulbactam buscou-se avaliar a efichcia de uma droga que tivesse um

inibidor de B-lactamase prevendo-se uma possivel resisténcia a ampicilina.

Das 13 amostras de E. coli da Fazenda 2 testadas pela CIM, 12 (92,3%) foram
resistentes aos antimicrobianos ampicilina/sulbactam e a tetraciclina. Ja na fazenda
3, de onde foram isoladas 25 amostras E. coli, o resultado foi diferente: 22 (88%)
amostras foram sensiveis a ampicilina/sulbactam. Com relagédo a tetraciclina, 11
(44%) destas amostras foram sensiveis. HOYLE et al. (2005) investigando a
disseminacdo e a diversidade genética em amostras de E. coli, resistentes a
ampicilina/sulbactam e comensais do trato intestinal de bezerros de zero a 21
semanas, encontrou 56 padrbes genéticos diferentes e identificou entre elas
amostras multirresistentes a tetraciclina entre outros antimicrobianos. Os autores
sugerem que a disseminacdo de amostras multirresistentes ocorre no meio ambiente
da fazenda onde vivem 0s animais e que neste meio 0s animais também adquirem
novas amostras bacterianas. Além disso, MELLATA et.al. (1998) verificaram alta
freqiéncia de resisténcia a tetraciclina em bactérias isoladas de bovinos, e que a
frequéncia de transferéncia de plasmidios conferindo resisténcia, por conjugacao
entre isolados de E.coli de origem bovina e E. coli K12 era elevada e, ainda, que os

referidos plasmidios conferiam multipla resisténcia a antibioticos.

Com relacéo aos resultados obtidos em animais das fazendas 2 e 3 podemos sugerir
gue a resisténcia a ampicilina/sulbactam e tetraciclina poderia ser atribuida as
amostras resistentes do meio ambiente pelo uso destes antimicrobianos ou outros
para combater casos de metrite, mamites e afeccdes podais. Este fato ocorre porque
muitas vezes o proprietario ndo segue as recomendacdes do veterinario responsavel
fornecendo aos animais doses incorretas, propiciando o0 aparecimento de

microrganismos resistentes, através de mecanismos biologicos de competicdo
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microbiana e de troca genética, os microrganismos resistentes podem se tornar

predominantes.

Com relagéo aos resultados obtidos pela CIM na fazenda 3, das 14 amostras de
Klebsiella oxytoca isoladas de 6 animais, 8 (57,1%) foram sensiveis a
ampicilina/sulbactam e para tetraciclina 13 (92,9%) amostras foram
sensiveis.Também nesta fazenda foram isoladas 9 amostras de E. cloacae sendo
que 8 ( 88,9%) foram resistentes a ampicilina/sulbactam, quanto a tetraciclina 7
(77,8%) amostras foram sensiveis. Foram isoladas também 3 amostras de

C.sakazakii que foram resistentes a ampicilina/sulbactam e sensiveis a tetraciclina.

Com relagéo a CIM em E. faecalis isoladas das fazendas 2 e 3, n&do foi encontrada
diferenca no padrdo de sensibilidade antimicrobiana para ampicilina/sulbactam e

tetraciclinas.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com a literatura uma vez que
0 surgimento de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos parece ser inevitavel
para a conservacao das espécies, mas controlando a utilizacdo dos mesmos podera

limitar o aparecimento de amostras multiresistentes (BLATT, 2003).

Quanto a producéo de B-lactamases, enzimas que catalisam a hidrolise do anel B-
lactamico dos antibidticos (penicilina G, ampicilina, e outros [(-lactamicos),
impedindo sua atividade antimicrobiana. O aumento da prevaléncia de bactérias
produtoras de B-lactamases criou a necessidade de métodos que identifique a
presenca destas enzimas no microrganismo isolado (MACEDO et al., 2005). O grau
de resisténcia da bactéria depende da quantidade de enzima produzida e da
habilidade da enzima em hidrolizar o antimicrobiano em questdo. Um dos inibidores
da acdo desta enzima € o sulbactam que possui acdo variavel contra enzimas

cromossOmicas das bactérias Gram—negativa.

Das 13 amostras de E.coli isoladas de animais da fazenda 2, todas foram
caracterizadas como produtoras de beta-lactamases e 12 (92,3%) foram resistentes
a ampicilna/sulbactam. Das amostras bacterianas isoladas de animais da fazenda 3,

as 3 amostras de E.coli, 8 amostras de K. oxytoca, 6 amostras de E. cloaca e 3
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amostras de C. sakazakii, perfazendo um total de 20 amostras produtoras de beta-
lactamases e resistentes a ampicilina/sulbactam. Segundo MOHANTY et. al. (2005)
estes resultados podem ser varidveis. Os autores compararam a atividade in vitro de
diferentes associacoes de B-lactamico/inibidor de B-lactamase
(cefoperazone/sulbactam, piperacillin/tazobactam e ticarcillin/clavulcanico) e
observaram que de 9.004 isolados bacterianos, 3.232 (35,39%) foram sensiveis e
568 (6,31%) foram resistentes a acdo do inibidor da beta-lactamase em todas as
combinacgdes utilizadas e ainda, 5204 amostras (57,80%), foram resistentes a pelo

menos uma das combinacdes testadas.

De 8 espécimes clinicos de biopsias, em lesdes tipicas de dermatite digital de 8
vacas leiteiras, foi feito exame direto por microscopia de campo escuro (MCE). Nos
espécimes clinicos obtidos de 2 vacas da fazenda 1, ndo foram observadas
espiroquetas. Na fazenda 4, foram coletados 6 espécimes clinicos, em 5 foram
observados espiroquetas moveis. A visualizacdo de espiroquetas em material
clinico de lesdes de dermatite digital, pela utilizacdo de diferentes técnicas de
microscopia, tais como microscopia de campo escuro e exames histopatoldgicos
corados pela técnica de Gram, hematoxilina e eosina, sais de prata e outras, tem
sido relatada por diversos autores (BORGMANN et al.,1996, CHOI et. al.,1997,
DOPFER et. al., 1997, RIJPKEMA et al., 1997, DEMIRKAN et al.,1998; SHIBAHARA
et al.,, 2002). Outros pesquisadores relataram a visualizacdo de espiroguetas, por
microscopia de campo escuro, em material obtido apdés o cultivo (WALKER et
al.,1995, DEMIRKAN et al.,1999).

Embora considerados de dificil cultivo, alguns pesquisadores obtiveram sucesso no
cultivo dos espiroguetas. WALKER et al.(1995), na Califérnia - Estados Unidos,
foram os primeiros pesquisadores que conseguiram cultivar espiroquetas de biopsias
de lesbes de dermatite digital. Posteriormente, DEMIRKAN et al.(1999); SCHRANK
et al.(1999), STAMM et al.(2002), TROTT et al.( 2003) e EVANS et al.,(2008)
também cultivaram espiroquetas de lesfes de dermatite digital. No trabalho aqui
desenvolvido, os materiais das biépsias das 2 vacas da fazenda 1 (MG7A e MG8A)
foram inoculados nos meios de OTIl e EMJH e, ap6s o periodo de incubagédo foram

visualizados microrganismos espiralados por MCE.
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Foi também realizada a amplificagdo por PCR, com conjunto de iniciadores
universais 16S rDNA, a partir do DNA obtido das duas amostras de espiroquetas
cultivadas (MG7A e MG8A) e do DNA extraido diretamente de biopsias de lesdes
de dermatite digital dos animais da fazenda 4 (3, 4, 5, 6, 7, 8). Em todas as reacdes
foi amplificado um fragmento de 900 pb. DEMIRKAM et al.(1998) utilizaram a reacéo
del6S rDNA-PCR para caracterizar espiroquetas em bidpsias de lesdes de
dermatite digital em bovinos no UK, obtiveram um resultado de 82,8% de

positividade.

O produto da amplificacdo das amostras MG7A e MGB8A foram seqienciados e a
analise da similaridade entre as sequéncias mostrou que as amostras MG7A e
MGBS8A eram idénticas entre si. Além disso, a inferéncia filogenética das amostras
sequenciadas neste trabalho, quando comparadas com 13 diferentes sequéncias de
referéncia depositadas no GenBank, foi concordante com uma meédia de 99% de
similaridade para microrganismos nao cultivaveis, 75% de similaridade para
Treponema denticola, 70% para Treponema phagedenis e 68% para Treponema
pedis. Estes resultados sao similares aos obtidos por outros autores. No entanto, &
Importante ressaltar que este trabalho foi pioneiro no Brasil na amplificacdo e no
sequenciamento do DNA extraido de amostras biolégicas de bovinos com lesdes de

dermatite digital pela técnica PCR.

CHOI et. al. (1997) comparando as sequéncias de 16S rDNA de uma mistura de
material de 4 biopsias de animais com dermatite digital observaram a presenca de 5
tipos filogenéticos de espiroquetas, que apresentavam similaridades com o género
Treponema. Um tipo (DDKL-4) apresentava 99,4% de similaridade com Treponema
phagedenis, dois tipos (DDKL-3 e DDKL-13) apresentavam 95,0% de similaridade
com Treponema denticula e 98,0% de similaridade com T. vincentii. Os outros dois
tipos filogenéticos (DDKL-12 e DDKL-20), embora ndo apresentassem similaridade
com Treponemas cultivaveis, apresentavam similaridade com o Grupo IV

Treponema oral.

RIJPKEMA et al. (1997) utilizando espécimes clinicos de 2 animais com lesdo de
dermatite digital, identificou parcialmente espiroquetas por PCR utilizando 5

combinacdes de iniciadores especificos para espiroquetas e para o0 género
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Treponema. Os produtos da PCR foram sequenciados e a andlise filogenética

indicou similaridade com o género Treponema, espécie T. denticola.

RUSSEL, et al, (1997), a partir de DNA extraido de lesbes de dermatite digital de
bovinos britanicos realizou a amplificagdo do gene 16S rDNA, utilizando iniciadores
universais e especificos para treponemas. Foi possivel com iniciadores especificos

identificar um treponema com 98,0% de similaridade com Treponema denticola..

De modo semelhante, STAMM et al. (2002) pelo sequenciamento do produto de
amplificacao da regido 16S- 23S rDNA ISRS de Treponemas isolados de lesbes de
dermatite digital de 6 bovinos da California, concluiram que os isolados se inseriam
em 3 grupos filogenéticos do género Treponema, apresentando similaridade com
os Treponemas da cavidade oral humana (T. denticola, T. medium, T. vincentii) ou

da area genital (T. phagedenis).

TROTT et al. (2003), cultivando 4 amostras de espiroquetas de lesdes de dermatite
digital em bovinos leiteiros de lowa, juntamente com 2 amostras isoladas da
California, verificaram que todas as amostras bacterianas possuiam a sequéncia
16S rDNA idéntica, e que apresentavam 98,0% de similaridade com T. phagedenis;
resultados semelhantes aos obtidos por CHOI et. al. (1997). Entretanto, os autores
observaram uma diversidades antigénica de lipopolisacarideos e genética entre as
amostras, que foi detectada por eletroforese de campo pulsado em 5 das 6
amostras. EVANS et al. (2008) cultivaram 230 amostras de espiroquetas de 30
espécimes clinicos de lesdes de dermatite digital de bovinos no Reino Unido. Foram
feitas reacbes de PCR para o gene 16S rDNA, gene flaB, e seqlienciaram
aproximadamente 1420 pb do gene 16S r DNA de cada um dos 23 isolados. Os
autores concluiram que as amostras isoladas pertenciam a 3 grupos filogenéticos de
Treponema: grupo 1(T. médium/T. vincentii-like), grupo 2 (T. phagedenis-like) e
grupo 3 (T. denticola/ T.putidum-like).

Em relacdo ao manejo das fazendas (1 e 4) onde foram feitas as bidpsias das
lesbes de dermatite digital dos animais acometidos, de acordo com o apresentado
no quadro 2, havia presenca de umidade, de matéria orgéanica, higiene precaria,
grande numero de animais nos rebanhos. Na fazenda 4 além dos fatores de risco

citados, foram introduzidas no rebanho vacas com les6es de dermatite digital e o
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pédiluvio ndo era utilizado. De acordo com READ & WALKER,1992 ; BERRY et al.,
2006 em condicdes onde a presenca de matéria organica € elevada, na presenca de
umidade constante e de baixas tensdes de oxigénio os surtos de dermatite digital
séo favorecidos (READ & WALKER,1992 ; BERRY et al., 2006).

Estudos sobre fatores predisponentes para dermatite digital sugerem que certas
praticas de manejo predispdem os animais a infeccbes. Estes fatores sdo: grande
namero de animais no rebanho, presenca de umidade e de matéria organica, falta
de higiene nos estdbulos ou currais, presenca de pedregulhos na trilha, o
instrumental contaminado usado por casqueadores, uso inadequado do pediltvio, a
introducdo de novilhas para reposicdo sem o devido cuidado com exame do
aparelho locomotor e especificamente do casco e com a quarentena necessaria,
para impedir a introducéo de animais doentes no rebanho (CRUZ et al., 2001; SILVA
et al., 2001; FERREIRA, 2003; SOUZA, 2005; BORUT, 2006; HOLZHAUER, 2006).
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IX-CONCLUSOES

e O perfil microbiolégico dos abscessos de sola neste estudo confirma a sua
caracteristica polimicrobiana, com participacdo de bactérias anaerdbias
facultativas, correspondendo a (80,5%) e dos anaerdbios obrigatorios,
correspondendo a (19,5%) das amostras, o que vem ressaltar a relevancia
das interagbes microbianas nesta afecgéo podal.

e Houve predominancia nos isolados de anaerodbios facultativos da familia
Enterobacteriacae, sendo Escherichia coli a espécie mais prevalente (35,2%)

seguida por Klebsiella oxytoca (12,1%).

e Houve variagfes nas amostras bacterianas identificadas dos animais de uma
mesma fazenda, ou seja, embora as vacas estivessem sujeitas a0 mesmo
tipo de manejo e no mesmo ambiente, os microrgamismos participantes dos

processos foram diferentes. Este fato foi observado nas fazendas 2 e 3.

e Foram observadas variacbes quanto ao padrdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos testados, ampicilina /sulbactam e tetraciclina em uma mesma
fazenda e em diferentes fazendas. A disseminacdo de amostras
multiresistentes ocorre no meio ambiente da fazenda onde vivem os bovinos e
através, de mecanismos biolégicos de competicdo microbiana e de troca
genética , 0s microrganismos resistentes podem se tornar predominantes e
isto pode dificultar a terapia das afec¢des podais

e As espiroquetas podem ser cultivadas de lesGes de dermatite digital fato este

comprovado no presente trabalho.

e Diante das propostas enumeradas no inicio deste estudo, vale ressaltar que
este trabalho foi pioneiro no Brasil na amplificacdo e no sequenciamento do
DNA extraido de amostras biolégicas de bovinos com lesGes de dermatite

digital pela técnica PCR.
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Os resultados obtidos nas andlises de nucleotideos somados aos resultados
obtidos pela construgdo da arvore filogenética permitem-nos afirmar que os
animais pesquisados s&do portadores de dermatite digital causada por
microrganismos de dificil cultivo. Que possuem similaridade com uma média
de 99% para microrganismos nao cultivaveis, 75% de similaridade para
Treponema denticola, 70% para Treponema phagedenis e 68% para
Treponema pedis.

Por outro lado, os dados obtidos neste trabalho permitem sugerir a aplicacéo
da PCR para a confirmacdo do diagnéstico de dermatite digital. Como
vantagens esta técnica apresenta a rapidez, facilidade de execucédo e a
possibilidade de implementacdo em laboratérios menos sofisticados que

disponham de equipamentos necessarios a execucao da técnica de PCR.
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XI- ANEXO 1

OUTRAS INFECGCOES PODAIS RELEVANTES

1. Flegmao interdigital (foot rot): inflamacéo difusa dos tecidos moles do casco,
caracterizada por uma abertura com necrose caseosa da derme do espaco
interdigital e pelo aumento de volume difuso em torno da banda corionariana e do
espaco interdigital. Presenca de dor, claudicacdo de moderada a severa,
diminuicdo da ingestdo de alimentos, diminuicdo da producédo de leite e
hipertermia sdo achados frequientes quando da doenca, a qual apresenta carater
agudo. O Fusobacteristerium necrophorum, anaerébio obrigatério, € o agente
predominante. Como agentes secundarios, sdo comumente encontrados
anaerobios pigmentados pertencentes ao género Porphyromonas, sendo
Porphyromonas levii 0 mais comum, provavelmente agindo em sinergia com
Fusobacterium necrophorum. Sao também encontradas, como agentes de
infeccdo secundaria, espécies do género Prevotella, Peptostreptococcus, outras
dos géneros Fusobacterium  Streptococci, Staphylocci e Corynebacterium e
varios fungos, estes ultimos presentes quando ha umidade no ambiente (BERRY,
2001). Normalmente, acomete um s6 membro posterior. A ocorréncia de traumas
ou condicbes que favorecam lesbes na pele interdigital sédo fatores
predisponentes a enfermidade, pois permite a entrada de agentes microbianos
(SWEDEN, 1997; BERRY, 2001).

2. Dermatite interdigital (frieira): inflamacé&o, aguda ou cronica, restrita a epiderme

da pele interdigital. Geralmente ndo causa claudicacdo e acomete vacas leiteiras

estabuladas, principalmente quando em ambientes Umidos e com falta de higiene.

Na fase inicial da doenca, pode-se observar uma erosdo difusa na epiderme

interdigital (BERRRY, 2001). A maioria dos casos cronicos caracteriza-se por

hipergueratose, com espessamento da pele interdigital e comissuras palmares,

plantares e dorsais do espaco interdigital. Um exsudato seroso, cinzento e fétido

pode estar presente. E freqiientemente acompanhada de erosdo de taldo e de

Ulcera de sola. O Dichelobacter nocdosus pode ser agente primario ou secundario e

pode haver acdo sinérgica com Fusobacterium necrophorum (SWEDEN, 1997,

Berry, 2001).

3. Hiperplasia interdigital: crescimento proliferativo da pele interdigital que pode

ocupar todo o espaco interdigital ou parte dele. A presenca de claudicacdo néo é
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comum, mas, se a lesao for grande ou tornou-se infectada secundariamente, pode
ser observada (BERRY 2001). A ocorréncia da hiperplasia interdigital é esporadica
em vacas leiteiras e de corte, sendo mais freqiente em animais das racgas
Holandesa e Hereford. Normalmente a les&o inicia-se com o espessamento da pele
interdigital adjacente a parede axial da unha lateral de membros posteriores.
Quando a afeccdo atinge mais de uma das patas de animais jovens, sugere
predisposicdo genética (GREENOUGH, 1997). A etiologia da enfermidade esta
baseada na irritacdo cronica da pele interdigital, irritacdo que pode ser decorrente
de condicbes precarias de higiene, superficies abrasivas ou mesmo  ma
conformacao dos cascos. A irritacdo cronica provocada por dermatite interdigital ou
flegméo interdigital pode acarretar hiperplasia (BERRY, 2001).

4. Doenca da linha branca : A linha branca é formada principalmente de tecido
coérneo laminar produzido pela camada germinativa da epiderme, localizando-se
acima do corio laminar. Durante episodios de laminite, no coério laminar ha formacgéao
de tecido cérneo de ma qualidade, aumentando a suscetibilidade as acdes de forcas
mecanicas sobre o piso de concreto, assim como sobre as erosfes do solo,
resultando em doenca da linha branca. As hemorragias no local sdo geralmente
seguidas pelo aparecimento de pequenas fissuras obliquas, localizadas na linha
branca abacial proxima a juncdo muralha — taldo. Quando esses processos
ocorrem, ha penetracdo de matéria organica e outros corpos estranhos entre a sola
e a parede (linha branca), causando a formacdo de abscessos (GREENOUGH,
1997). A doenca apresenta alta incidéncia em bovinos confinados com higiene
precaria. Animais que ficam em baixadas Umidas, e depois passam longos periodos
semi-estabulados, sdo propensos a desenvolver a doenca, geralmente associada a
erosdo do taldo. Todos os fatores que ocasionam ma qualidade do casco podem
causar o aparecimento da separacdo da linha branca e provocar o abscesso. Os
fatores mais comuns séo estabulos sujos, Umidos, supercrescimento dos cascos,
pododermatite asséptica difusa, cimento muito aspero ou pastos umidos (BORGES
& GARCIA , 1997). As unhas mais afetadas sdo as laterais dos membros
posteriores.

A infeccdo ndo estd correlacionada a instalacdo da laminite, entretanto, as
alteracbes anatdmicas provocadas pela laminite provocam fissuras do tecido corneo
gque proporcionam uma porta de entrada para invasdo bacteriana, principalmente
por anaerobios, e eventual infeccdo (MERRIT & RISSER, 1998; BAGGOT &
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RUSSEL, 1981; NOCECK, 1993; GREENOGH, 1997 e 1998; BORGES & GARCIA,
1997; SINGH et al., 1993).

5. Ulceras de sola: s&o solugdes de continuidade localizadas principalmente no
corio solear, na juncédo sola—taldo. Normalmente se iniciam como inflamacao das
laminas do cdério, podendo resultar em aprofundamento ou rotacdo da falange distal.
O corio pode ser traumatizado pelo proprio tecido cérneo irregular ou pelo apoio em
superficies, respondendo, algumas vezes, com formacao de tecido de granulagéo
gue, em alguns casos, pode ser exuberante e sangrar facilmente (VEMUNT &
GREENOUGH, 1996; VAN AMSTEL & SHEARER, 2001). Outras alteragcbes —
erosdo de taldo, doenca da linha branca, sola dupla — estdo freqientemente
associadas as Ulceras de sola (ENEVOLDSEN et al., 1991% HOBLET & WEISS,
2001).

6. Ulceras de pinca: solugbes de continuidade localizadas no éapice da pinca.
Ocorrem como resultado de rotacao da falange distal causada por laminite e presséo
no corio, entre a falange e a pinca do casco, que provoca formacao de tecido cérneo
de ma qualidade e consequente ulcera de pinca. H4 também possibilidade de
penetracdo de matéria organica e bactérias que podem ocasionar abscessos,
osteites na parte distal da falange e possiveis fraturas patologicas (VAN AMSTEL &
SHEARER, 2001).

7. Erosédo do taldo: perda irregular do tecido cérneo bulbar que se inicia com a
formacdo de pequenos orificios arredondados que podem coalecer, formando
profundas fissuras obliquas (COLLICK, 1997). Poucas séo as vacas de leite criadas
em sistema intensivo que nao apresentam algum grau da doenca. Em estudos
conduzidos nos Estados Unidos, em 17 rebanhos, sua prevaléncia em vacas
primiparas foi de 44% e, em multiparas, de 69% (COLLICK, 1997). MAUCHLE
(2001) encontrou, em duas fazendas proximas a Belo Horizonte, a erosédo do taldo
como a alteracdo mais frequente. Segundo RAVEN (1995) e BAGGOT & RUSSEL
(1981), o Dichelobacter nodosus é o agente mais freqientemente isolado das
lesbes, seguido pelo Fusobacterium necrophorum. Ambientes Umidos e alta
densidade de animais aumentam o risco da afeccdo, por aumentar os niveis de
patégenos no ambiente. Esta frequentemente associada a dermatite interdigital
(AMSTEL & SHEAVER, 2001). Segundo COLLICK & WEAVER (1997), Ulcera de
sola e doenca da linha branca incluem-se como sequelas de erosao de taldo crbénica

e extensiva.

97



8. Hemorragia de sola e de muralha: extravasamento de contetudo sanguineo dos
vasos, resultante de processos inflamatérios na circulagdo do coério, causados por
substancias vasoativas ou traumas, interferindo na homeotasia vascular e no
fornecimento de nutrientes para os queratinécitos. A producdo de tecido cérneo de
boa qualidade € interrompida e o aparecimento de hemorragias é frequente,
variando em tamanho e localizagdo na sola e na muralha. As hemorragias séo
consideradas sinais de laminite, principalmente a de forma subclinica, e parte do
processo patolégico das ulceras de sola (HOBLET & WEISS, 2001).

9. Laminite (pododermatite asséptica difusa): distirbio na microcirculacdo do
cério, na juncdo epiderme-derme, acarretando alteracdes inflamatérias e
degenerativas. As sequelas incluem producdo inadequada de tecido coérneo, com
amolecimento e descoloracdo difusa; hemorragias na sola, taldo, linha branca e
muralha; Ulceras na sola e no taldo; doenca da linha branca; deformidades nos
cascos. Os principais fatores relacionados com a etiologia da laminite sédo as
doencas sistémicas, idade, parto, fase da lactacédo, conformacéo genética, nutricao,
manejo, exercicios, instalacbes e fatores intrinsecos ao animal (VERMUNT &
GREENOUGH, 1995; SWITZERLAND, GREENOUGH, VERMUNT, 1997). Pode
apresentar-se nas formas aguda, subaguda, subclinica e crénica. Na forma
subclinica, ndo se tem sinais imediatos. Com o tempo, é diagnosticada pela
formacédo de tecidos corneos de baixa qualidade, hemorragias de sola, na forma de
petéquias ou difusas, sola amarela e macia ao corte. Doenca da linha branca,
Ulceras de sola, deformacao dos cascos, estrias horizontais, abscessos subsoleares
e erosao do taldo sdo suas complicacdes frequentes. A laminite cronica é resultante
de varios episédios de laminite, cuja ocorréncia provoca disturbios no crescimento
do tecido corneo e consequente deformacéo dos cascos. A sola pode se apresentar
plana e larga, as pincas alongadas, a muralha do casco com aspecto ondulado
devido ao crescimento irregular. Nas formas aguda e subaguda, o aparecimento de
sintomas como dor e claudicacdo sédo achados frequentes e de aparecimento subito.
O animal reluta em deambular e apresenta alteracfes na postura e deambulacgao.
Outros sinais - hiperemia, hipertermia, aumento da pulsacdo e engurgitamento das
veias dos membros - podem ocorrer (SWITZERLAND, GREENOUGH, VERMUNT,
1997).
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10. Deformagdes ungulares:

Casco em saca-rolha é condicdo hereditaria que pode comprometer ambos 0s
cascos posteriores ou anteriores, sendo mais comum nas unhas posteriores laterais.
Sua ocorréncia acarreta danos a angulacdo das falanges mediais e distais
(GREENOUGH, 1997). Ocorre rotacdo da pinga para cima e para dentro, 0 que
torna a sola obliqua, incidindo todo o peso do animal sobre a parede lateral. E um
dos defeitos ungulares mais frequentes, principalmente em vacas holandesas
(BORGES & GARCIA, 1997).

. Estrias horizontais séo formas moderadas de fendas, pequenas depressoes

ou ondulagdes na muralha do casco, com arranjo horizontal. Estdo normalmente
associadas a doencas sistémicas severas, estresse, anormalidades nutricionais,
peso do animal e volume dos cascos.

. Casco em tesoura é deformidade assim chamada porque o casco assume

forma de tesoura: ocorre cruzamento das pingas, pelo crescimento excessivo, com
concavidade na parede axial. Sequela de laminite crbnica, o casco acometido
apresenta superficie de aspecto rugoso e aspero (BORGES & GARCIA, 1997; &
GREENOUGGH, 2001).
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