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RESUMO

A pododermatite ovina € uma doenca altamente contagiosa de ovinos que resulta em
laminite e significativas perdas na producdo. A doenga e causada por dois agentes
patogénicos, a bactéria gram- negativa Dichelobater nodosus e bactéria gram-negativa
Fusobaterium necroforum. O desenvolvimento de vacinas que induzam altos titulos de
anticorpos sdo importantes para o controle da doenca. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a segurancga e eficacia da vacina PBB-001 contra a pododermatite contagiosa dos
ovinos (foot-rot), frente a condi¢cbes de campo em uma regido endémica da doenga. O
experimento foi realizado entre os meses de maio a dezembro de 2011 em duas propriedades
predefinidas no municipio de Dom Pedrito-RS. Foram utilizadas 140 fémeas ovinas da raca
Corriedale, com idade média de oito meses, divididas em dois grupos, sendo que um grupo
recebeu solucdo salina (placebo), e o outro a vacina a ser testada. Cada grupo recebeu trés
doses de 2ml/animal, aos 0, 21 e 175 dias. Os titulos de anticorpos da andlise soroldgica frente
ao D. Nodosus apresentaram diferencas significativas (P<0,001) aos 60 dias e altamente
significativas (P<0,0001) aos 30 e 185 entre 0s grupos testados. Os resultados demonstraram
que a ocorréncia da doenga nos animais vacinados foi de 2,85% frente a 17,14% nos animais
ndo vacinados. Além disso a vacina demonstrou uma eficacia superior a 80% associado a
auséncia de reacdes locais ou gerais em todos os animais. Baseado nesses resultados a vacina
PBB-001 apresenta-se como uma op¢ao segura e eficaz para o controle e prevencdo do foot-

rot em ovinos.

Palavras-chave: Eficacia. Foot-rot. Ovinos. Seguranca. Vacina.



ABSTRACT

Ovine footrot is a highly contagious disease of sheep that results in lameness and
substantial production loss. The disease is caused for two pathogens, the primary pathogen is
a gram-negative, anaerobic bacterium Dichelobacter nodosus and a second pathogen gram-
negative anaerobic bacterium, Fusobacterium necrophorum. Vaccine developments to induce
high antibodies titers are important for control of disease. The present work evaluated the
safety and afficacy of the PBB-001 vaccine against the contagious ovine pododermatitis (foot-
rot) under field conditions in a endemic region of the disease. The experiment was performed
between May and December of 2011, in 2 properties located in Dom Pedrito-RS. For this
experiment we used 140 female sheep, Corriedale breed, with an average age of 8 months,
segregated in 2 groups where 1 group received PBS (placebo), and the other received the
vaccine to be tested. Each group received 3 dosis of 2ml/animal, at days 0, 21 e 175. Antibody
titers of the ELISA for D. nodosus presented significant difference (P<0,001) at 60 days and
highly significant (P<0,0001) at 30 and 185 days, between the groups tested. Results showed
that the disease occurrence in the vaccinated animals was 2,85% against 17,14% on the
unvaccinated animals. In addition to that, PBB001 vaccine had over 80% efficacy and
absence of local and general clinical signs in all animals. Together, these results show that
PBBO001 vaccine presents efficacy and safety needed for the control and prevention of the

ovine foot-rot.

Key-words: Efficacy. Foot-rot. Safety. Sheep. Vaccine.
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INTRODUCAO

A criacdo de ovinos e caprinos vem ganhando incremento nos Gltimos anos no Brasil.
No Rio Grande do Sul ap6s a queda na producdo de ovinos, ocorrida no final da década de 80
até a década de 90, a ovinocultura vem demonstrando indicios de recuperacédo, possibilitada
pelo aumento do poder aquisitivo da populagéo e pelo abate de ovinos jovens para producao
de carne (VIANA e SILVEIRA, 2009).

Essa nova condicdo esta atrelada a intensificacdo da producdo, melhorias nos indices
produtivos e implantacdo de tecnologias para o desenvolvimento da producdo. A
competividade depende de vérios fatores que contribuem para o crescimento e qualidade da
atividade, dentre esses, programas sanitarios, que buscam prevenir e controlar enfermidades.

Dentre as enfermidades que afetam o0s ovinos podemos citar a pododermatite
contagiosa ovina também conhecida como foot-rot. O foot-rot é uma enfermidade podal
cronica e necrosante da epiderme interdigital e matriz do casco, que na sua forma virulenta
leva a manqueira (RIBEIRO, 1998).

A ocorréncia da doenca é favorecida por condi¢des climaticas como calor e umidade
(RADOSTITS et al., 2007). CondicGes essas, encontradas na primavera, outono e verfes
chuvosos no estado do Rio Grande do Sul.

As principais perdas econdmicas causadas pelas enfermidades do aparelho locomotor
sdo atribuidas ao descarte prematuro dos animais afetados, diminuicdo de produtividade na
forma de perda de peso e 14, reducdo da fertilidade, além de altos custos com méo de obra,
tratamentos e em alguns casos até a morte, causada pela combinacdo de fome, sede e outras
infeccbes sistémicas que ocorrem em animais que permanecem imoveis por um periodo
prolongado de tempo (BOKKO e CHAUDHARI, 2001; STEWART, 1989).

O foot-rot € uma doenca passivel de controle e prevencao e até mesmo de erradicacéo,
qguando aplicados programas sanitarios bem estruturados, juntamente com condicdes
climaticas conhecidas (ou favoraveis). Na Australia, programas regionais de erradicacdo tém
sido bem sucedidos, porém no Reino Unido a erradicacdo do foot-rot ndo € percebida como
uma meta alcancavel (ABBOTT e LEWIS, 2005).

Segundo Jopp et al. (1984), a Austrdlia e a Nova Zelandia possuem métodos de
erradicacdo bem sucedidos, pois nessas regides o periodo do ano que ocorrem as transmissoes
do foot-rot é conhecido, facilitando a identificacdo dos casos da doenga. No Reino Unido o

perido de transmissdo ndo é definido, e de acordo com Hosie (2004) a transmissdo pode
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ocorrer em qualquer época do ano, o que dificulta a identificacdo dos surtos da doenga e
consequentemente seu controle.

Em New South Wales, Australia, um programa denominado “NSW - Footrot Strategic
Plan" foi desenvolvido e implantado visando a erradicacdo do foot-rot virulento das fazendas.
O programa baseiou-se na utilizagdo de uma combinagdo de tratamento, vacinacdo, abate e
quarentena rigorosa dos animais infectados (BENNETT e HICKFORD, 2011). Apds a
implantacdo deste programa verificou-se uma queda significativa na proporcao de rebanhos
infectados, havendo queda de 15% para apenas 1% na prevaléncia de foot-rot no estado. O
sucesso na erradicacdo do foot-rot foi atribuido a grande colaboracdo dos fazendeiros que
aderiram ao programa (EGERTON et al.,2004; BENNETT e HICKFORD, 2011).

O foot-rot é causado pela associacdo sinérgica de duas bactérias: Dichelobacter
nodosus e Fusobacterium necrophorum, sendo o ultimo habitante natural do trato intestinal
dos ovinos (AGUIAR et al., 2011).

O principal agente do foot-rot € o Dichelobacter nodosus, bacilo gram negativo
anaerdbio e o Fusobacterium necrophorum, bacilo gram negativo, habitante natural do trato
intestinal dos ovinos, presente no solo e nas fezes, que provoca uma dermatite interdigital
permitindo a invasdo do tecido corneo pelo do D. nodosus (WANI e SAMANTA 2006). O D.
nodosus é uma bactéria obrigatéria da epiderme interdigital de ruminantes com foot-rot que
ndo permanece viavel no solo por muito tempo e que possui proteases e queratinases capazes
de dissolver o tecido cérneo dos cascos dos ovinos ocasionando o foot-rot (BENNETT et al.,
2009).

Existem dois sistemas de classificacdo de sorogrupos do D. nodosus, um sistema
descrito na Australia onde sdo classificados 10 sorogrupos ( A ao | e 0 M) e identifica alguns
sorotipos; totalizando 19 subtipos, enquanto o sistema descrito no Reino Unido classifica o
microorganismo em 17 sorogrupos ( A ao R sem o | ). Alguns sorotipos do sistema
Australiano, particularmente B,, Bs e B4 sdo classificados como distintos sorogrupos no
sistema utilizado no Reino Unido (GHIMIRE et al., 1998).

O F. necrophorum possui duas subespécies descritas, subespécie necrophorum
(bidtipo A) encontrado normalmente em animais e a subespécie funduliforme (biétipo B)
encontrado em humanos (NAGARAJA et al., 2005). Ambas subespécies produzem
leucotoxinas distintas utilizadas para diferencia-las, sendo um dos principais fatores de
viruléncia os quais conferem diferencas na patogenia de cepas encontradas em caprinos,
ovinos e bovinos (ZHOU et al., 2009).
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A pododermatite interdigital dos ovinos, foot-rot, exibe uma vasta gama de viruléncia
e a doenga tem sido classificada por alguns autores em virulenta, benigna e intermediaria
(STEWART et al., 1986; ABBOTT e EGERTON, 2003). A viruléncia de um surto especifico
¢ causada por uma populacao especifica ou populacdes de D. nodosus que interagem com o
hospedeiro e em condi¢Bes favoraveis causam as infeccbes (BENNETT e HICKFORD,
2011). A pele interdigital normalmente é resistente & infeccdo bacteriana, tornando-se
susceptivel geralmente apds uma exposicdo prolongada a condicdes de umidade e/ou chuva,
levando a maceracéo, desvitalizacao e posterior colonizacao do casco (CROSS, 1978).

Myers et al. (2007) descreveram varios fatores de viruléncia para o D. nodosus, entre
eles as fimbrias, proteases e proteinas de membrana. As fimbrias estéo relacionados a ligagdo
nas células epiteliais, a motilidade, a absorcdo de DNA extra-celular e a exportacdo de
proteases para o0 espago extra-celular. A secrecdo de proteases extra-celulares por D. nodosus
é particularmente importante na sua biologia pois proteinas do meio extra-celular suprem a
célula bacteriana de aminoécidos que ndo séo sintetizados por ela. J& proteinas de membrana
parecem ser altamente imunogénicas, modulando a resposta imune do hospedeiro.

Cepas benignas de D. nodosus causam inflamacao da pele interdigital sem separacao
do tecido corneo, de modo que é impossivel diferencid-la clinicamente da dermatite
interdigital causada exclusivamente por F. necrophorum. Os sinais clinicos do foot-rot
benigna regridem espontaneamente na maioria dos animais afetados quando o ambiente torna-
se seco (GREEN e GEORGE, 2008).

O foot-rot virulento €é caracterizado clinicamente por separacdo do tecido do corneo e
partes mais profundas do casco. As cepas virulentas produzem proteases que permitem a
degradacdo do tecido do cérneo do casco (BILLINGTON et al., 1996). No entanto, outros
fatores, incluindo a resisténcia animal e condi¢cbes ambientais, também sdo importantes na
ocorréncia de foot-rot benigna ou virulenta (ABBOTT e EGERTON, 2003).

A acdo inflamatéria e capacidade destrutiva do D. nodosus € pequena antes de
alcancar a juncdo pele-casco, apds atingir essa porcao ele passa a exibir uma grande afinidade
pelas células epidermais da matriz do casco associado a capacidade de produzir altos niveis de
uma protease termoestavel (EGERTON, 1969).

O diagnostico clinico do foot-rot € realizado de acordo com as caracteristicas da leséo,
aparecimento de surtos associados as épocas umidas e quentes do ano e pelo carater cronico e
recidivante da doenca. O sinal clinico mais evidente da pododermatite contagiosa dos ovinos

€ a claudicacdo. Sinais clinicos da infeccdo variam desde uma suave vermelhiddo
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(inflamacdo) da pele interdigital até a completa separacdo do tecido corneo do casco (RIET-
CORREA et al., 2001).

O controle da doenca baseia-se em medidas de manejo como quarentena em animais
recém adquiridos, separacdo de animais doentes e sadios, corte adequado de casco
(casqueamento), utilizacdo de tratamento tOpico e parenteral dos animais gravemente
afetados, bem como medidas preventivas como utilizacdo de pédillvio, vacinagdo, segregacdo
de animais cronicamente afetados entre outras (RIET-CORREA et al., 2001).

O casqueamento é usado normalmente para promover uma boa conformacdo dos
membros, bem como remover o tecido doente do casco(STEWART, 1989). No entanto, deve-
se ter cuidado para que o corte ndo seja excessivo, 0 que poderd provocar uma porta de
entrada ao F. necrophorum e ao D. nodosus predispondo ao aparecimento da doenca (HOSIE,
2004).

A tilizacdo de pédilavio como medida preventiva é recomendada, sendo as
substancias mais utilizadas o sulfato de cobre e a formalina. Nas Gltimas décadas o sulfato de
cobre vem sendo substituido pelo sulfato de zinco, pois em contato com fezes e urina perde
seu poder bactericida. As solugcdes de formalina podem ser utilizadas em concentracdes
variaveis entre 2% a 10% sendo que em concentragcdes superiores pode causar lesGes nos
cascos dos ovinos. O sulfato de zinco normalmente é utilizado em concentragdes de 10 a 15%
(RIBEIRO, 1998).

Infec¢cBes naturais de foot-rot produzem uma resposta soroldgica pequena nos titulos
de anticorpos contra a doenca, insuficiente para proteger os ovinos de reinfec¢bes com
amostras homélogas de D. nodosus (EGERTON e ROBERTS, 1971).

As vacinas contra D. nodosus tém se mostrado eficazes no tratamento e prevencéo de
foot-rot. No entanto, ha diferencas significativas nos niveis de protecdo proporcionado por
diferentes vacinas, em alguns casos relacionados a competicdo antigénica entre variantes de
D. nodosus quando multiplos sorogrupos séo utilizados na formulagdo (SCHWARTZKOFF et
al., 1993).

A combinacdo de diversos sorotipos de D. nodosus em uma mesma vacina pode
resultar em deficiéncia na resposta imune, quando comparada a vacinas monovalentes como
relatado por Abbott e Lewis (2005).

A formulacéo de vacinas deve levar em conta os sorogrupos de D. nodosus prevalentes
na regido. Em estudos de prevaléncia realizados por Fialho e Ribeiro (1992) os principais

sorogrupos encontrados no Rio Grande do Sul e Uruguai foramo A, B, D, EeF.
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Segundo Lambell (1986) e Raadsma, et al. (1994) vacinas comerciais contento 9
sorogrupos protegem ovinos por um curto periodo de tempo, em torno de 10 semanas.
Enquanto vacinas monovalentes ou bivalentes protegem o0s animais por pelo menos 16
semanas (STEWART et al., 1986).

De acordo com estudos realizados por Hunt et al. (1994), a duracdo da protegéo
conferida pela vacina multivalente foi inferior a duracdo da protecdo conferida pela vacina
monovalente, sendo o tempo de protecdo de 8 e 12 semanas respectivamente.

A vacinacdo é uma ferramenta importante em programas de controle, prevencdo e
erradicacéo do foot-rot. A utilizagdo de vacinas monovalentes e bivalentes tém sido usada
com sucesso em programas de controle de surtos e prevencao da doenca em varias partes do
mundo, incluindo o Nepal (EGERTON et al.,, 2002), Butdo (GURUNG et al., 2006) e
Australia (DHUNGYEL et al., 2008).

Diferentes formulagfes de vacinas monovalentes e ou multivalentes contendo
diferentes tipos de adjuvantes contra foot-rot foram testadas ao redor do mundo, conferindo
distintos niveis de protecdo (HUNT et al., 1995; GURUNG et al., 2006; SKERMAN et al.,
1982)

A utilizacdo de vacinas contra o foot-rot € um método barato e simples, quando
comparado a utilizagdo de tratamentos antibidticos em rebanhos de criagdo extensiva afetados
(BENNETT e HICKFORD, 2011). No entanto, a grande variacdo de sorogrupos e 0s baixos
titulos de anticorpos induzidos por algumas vacinas inativadas dificultam essa pratica.

Segundo Bennett e Hickford (2011), esforcos devem ser concentrados para o
desenvolvimento de vacinas universais, com Vvarios sorogrupos de D. nodosus e 0
desenvolvimento de novas formulacdes de vacinas que confiram titulos de anticorpos, com
minimas reacdes adversas sdo requeridas no mercado. Neste o objetivo deste trabalho foi
avaliar a seguranca e eficicia conferido pela vacina PBB-001 em rebanhos endémicos para
foot-rot no municipio de Dom Pedrito.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas fazendas, denominadas 1 e 2, localizadas no
interior do municipio de Dom Pedrito-RS. Os animais de ambas as propriedades pertenciam a
raca de ovinos Corriedale. Em cada propriedade foram selecionadas 70 fémeas entre 8 a 14



17

meses de idade. O periodo do experimento compreendeu 0s meses de jo a dezembro de 2011.

Ambeas as propriedades possuem histérico de casos clinicos de foot-rot.

2.1 Localizacao e histéricos das propriedades

O municipio de Dom Pedrito localiza-se na regido da Campanha Gaucha, em uma
altitude de 149 m acima do mar, latitude 30°55°28” e longitude 54°46'53". O clima é
subtropical com temperaturas médias anuais de 16°C.

Na Figura 1 estdo demonstradas as temperaturas médias e precipitacdo pluviométrica

acumulada mensal ocorridas durante o periodo do experimento.

Figura 1 — Temperatura média mensal e indice pluviométrico de junho a dezembro de 2011;
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Fonte: Estancia Guatambu.

A propriedade 1 possuia 1100 ha, destinados a criacdo de ovinos e bovinos
consorciados, totalizando 1550 animais, sendo 700 ovinos e 850 bovinos. Os animais eram
mantidos em campo nativo, sendo a terminagdo dos cordeiros para abate realizada em
pastagem cultivada de azevém. O manejo sanitario realizado na propriedade constituiu de
vacina contra clostridiose no pré-parto das fémeas e revacinacdo realizada em todas as
categorias no momento da caudectomia, sendo todos os animais vermifugados a cada 40 dias.

A propriedade 2 possuia 800 ha, destinados a criagdo de em média 600 ovinos e 700

bovinos consorciados. Todos 0s animais eram mantidos em campo nativo.


http://www.estanciaguatambu.com.br/
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2.2 Animais

Os 140 animais selecionados encontravam-se soronegativos frente ao D. nodosus, sem
lesbes de foot-rot na inspecédo clinica, sendo identificados por brincos na orelha esquerda e
divididos em dois grupos em ambas as propriedades, grupo 1 (G=1) animais vacinados com

a vacina PBB-001 e grupo 2 (G=2) animais que receberam apenas soluc¢éo salina (placebo).

2.3 Coleta de sangue

Foram realizadas coletas de sangue por meio da puncdo da veia jugular em todos 0s
animais dos diferentes tratamentos, utilizando tubos vacutainer sem anti-coagulante, as
coletas de sangue obedeceram o cronograma demonstrado na tabela 1. Apds a coleta das
amostras de sangue, estas foram enviadas ao Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal do Pampa onde foram centrifugadas a 5000 rpm para separacdo do soro, O
sobrenadante foi coletado e identificado em tubos tipo eppendorf, posteriormente
armazenados a temperatura de -20°C até o processamento por ELISA (Ensaio Imuno

Enzimatico) para medida de anticorpos contra o D. nodosus.



Tabela 1 — Cronograma das atividades do teste de campo da vacina PBB-001.

Operagdes/ 30 02 0 0+2 0+4 1 2 7 14 21-2 21 21+2 2144 22 23 30 60 90 120 175 180
dias+ horas h h h h h h

Identificacéo
dos animais X X

Avaliacéo
Clinica X X X X X X X X X X

Coleta e
Avaliacéo X X X X X X X X X X
Soroldgica

Vacinagéo X

Revacinacao X X

Fonte: Autor

67
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2.4 Vacina

A vacina foi produzida pela empresa Hipra Sadde animal LTDA, sendo formulada
com uso de adjuvante aquoso e diferentes sorotipos de D. nodosus (B,C,D,E,F,G e H). A
vacina foi formulada contendo uma concentracdo fixa de antigeno de cada um dos sorotipos
de Dichelobacter nodosus.

A seguranca da vacina foi avaliada utilizando-se parametros relacionados as reacoes
locais (inchago, inflamagdo no local de aplicacdo, claudicacdo) ou gerais (temperatura e

comportamento, perda de peso). Conforme descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Descricdo dos parametros utilizados para a avaliagdo das reacfes locais e gerais em ovinos

Peso: 50 a 70 Kg

Temperatura retal: nenhum animal deve ter aumento > 2°C e a média de
aumento de temperatura dos animais tratados ndo deve ser > 1,5°C da média
de aumento dos animais controle.

Comportamento:

* Normal: sem alteragdes no comportamento.

» Apdtico: animal tem reagdes lentas e relativa indiferenga a estimulos
normais.

* Alerta: responde normalmente a estimulos externos, como som ¢ movimento.
* Excitado: ansiedade ou apreensdo na forma moderada (animal alerta com
normalidade de movimentos) podendo progredir para manifestagdes de dor e
desconforto até graus extremos de excitacdo (mania e frenesi).

Ingestéo de Alimentos:

* Normal (alimenta-se normalmente).

* Pouco apetite (ndo procura o alimento).
+ Ndo se alimenta.

Clinicos
Fezes:

* Consisténcia normal (formato de sibilas).
* Consisténcia liquida (diarréia).
* Consisténcia endurecida (tenesmo).

Reacdo inflamatdria local:

* 0: sem presenca de inchaco no local da aplicacao.

* 1: Edema leve no local de aplicacdo (< 1cm).

* 2: Edema leve a moderado no local de aplicagéo (entre 1 e 3 cm).
* 3: Edema grave no local

Presenca de claudicacéo:

* 0: sem claudicacao

* 1: leve claudicagao.

* 2: claudicacdo moderada

* 3: claudicacdo intensa (ndo apdia o pé no chdo)

Avaliacdo das lesdes macroscépicas tipicas do Foot-rot:
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* 0: Nao ha evidéncia de inflamacao

* 1: Leve dermatite interdigital (pele congestiva, tumefeita e Umida). Nao ha
separacao entre a pele e o casco, nem afeccdo deste.

* 2: Dermatite interdigital com supura¢do na borda coronaria do casco. Pode
haver ligeira separacao da pele e casco (< 5mm).

* 3: Dermatite interdigital severa que se estende afetando o tecido branco do
taldo e a sola do casco. A separagdo da pele e casco pode ser superior a 5mm.

* 4. Dermatite interdigital muito severa que se estende afetando o tecido
corneo de toda a parede do casco. Pode haver desprendimento do casco que se
inicia no taldo e se estende até a sola e ponta do casco. Abaixo do mesmo
pode-se observar pus necrotico-caseoso de odor desagradavel.

Sorolégicos  Pesquisa de anticorpos contra D. nodosus, através de ELISA, no soro de cada
ovino.

Fonte: EGERTON el al., 1971

Os animais foram vacinados com 2 ml da vacina PBB-001 (G=1) administrada por via
subcutanea no antebraco de cada animal e o grupo G= 2 recebeu 2 ml de uma solugéo salina
(Placebo) no mesmo local. A vacinagdo foi realizada de acordo com o cronograma da Tabela
1.

2.5 Monitoramento clinico e avaliacdo da eficacia da vacina

A eficécia da vacina PBB-001 foi avaliada baseada em dois pardmetros:

a) Protecdo frente aos sinais clinicos do foot-rot: Para a avaliacdo deste, foram utilizados os

indices da Tabela 2, onde escore 2 de claudicacdo e 2 de lesdo macroscopica, é considerado
positivo para a enfermidade.
b) Presenca de anticorpos especificos da classe IgG frente ao D. nodosus: A presenca de

anticorpos especificos frente ao D. nodosus foi medida através do teste soroldgico Ensaio
Imuno Enzimatico (ELISA). Para realizacdo do ELISA, placas polysorb foram sensibilizadas
com concentrados iguais dos diferentes sorotipos de D. nodosus inativados. O protocolo do
ELISA segue o que foi utilizado por Bishop et al. (1982) e Prieto et al. (2003),com algumas
adaptacdes. Para a sensibilizacdo das placas, foi utilizado 0,001 ODgs, (Densidade Optica) de
cada um dos sorotipos de D. nodosus. Apds incubagdo com os soros dos ovinos e com 0
anticorpo secundario anti-lgG HRP (Peroxidade), as placas foram incubadas com substrato
ABTS (Substrato Liquido Grau Ultra Puro) e lidas em espectofotdmetro em comprimento de
onda de 405nm. Os resultados dos titulos dos soros testados basearam-se nos valores de

densidade Optica dos controles positivo e negativo.
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O monitoramento clinico de reacdes adversas a vacina foi realizado por meio da
avaliagdo da temperatura retal, comportamento dos animais, ingestdo de alimentos,
consisténcia das fezes, reacdo inflamatoria local, presenca de claudicacdo e avaliacdo das
lesGes (Tabela 1 e Tabela 2).

O grau de protecao/eficacia da vacina foi calculado pela seguinte formula:

(% de ovelhas afetadas ndo vacinadas - % de ovelhas afetadas vacinadas) X 100

% de ovelhas afetadas ndo vacinadas

2.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa Graph Pad Prism 5.0 sendo

consideradas significativas as diferencas onde P<0,001.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a seguranca da vacina PBB-01, demonstraram que ndao houve
reacOes adversas locais e/ou gerais ap6s a administracdo da vacina no dia 0, 21 e 175, ndo
sendo observadas lesdes locais, como inchaco, nédulos ou abcessos. Na avaliagcdo geral dos
animais ndo se observou alteracdes clinicas ou comportamentais durante o experimento.
Quanto a temperatura dos animais ndo foi observado aumento consideravel de temperatura
retal relacionada as doses vacinais, conforme demonstra a Figura 2. Estes resultados
demonstram a seguranga da vacina PBB-001 para a utilizagdo em ovinos.



Figura 2 — Temperatura retal dos animais, durante a vacinagao e revacingdes.
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A eficécia da vacina PBB-001 foi avaliada conforme os parametros citados na Tabela

3. O teste clinico da vacina constituiu-se na observacdo de sinais clinicos nos animais do

grupo vacinado e ndo vacinado, no periodo experimental.

Tabela 3 — Eficacia da vacina PBB-001 em ovinos.

Grupo N° de animais Percentagem do
afetados/total total protecao/eficacia
Vacinados 2/70 2,85
N&o Vacinados 12/70 17,14

Fonte: Autor

Foram observadas lesdes clinicas compativeis com foot-rot em 2,85% dos animais

vacinados e 17,14% dos ndo vacinados (dados referentes a propriedade 2). Ressalta-se que a

prevaléncia média de animais doentes em propriedades provenientes de area endémica pode

variar consideravelmente e esta diretamente relacionada a periodos com umidade elevada e

temperaturas amenas. A ocorréncia de foot-rot nos animais durante o periodo experimental foi

considerada relativamente baixa e atribuida as precipitacfes pluviométricas registradas depois

do periodo de setembro a outubro, sendo que os casos clinicos foram observados apds um

periodo em que houve um registro maior de chuvas e temperaturas médias de 19°C, fator este
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determinante para a sobrevivéncia do D. nodosus no solo e predisponente para o aparecimento
de casos clinicos da doenga (Figura 1).

Segundo Ribeiro 1978, a ocorréncia de foo-rot no Rio Grande do Sul é no outono e
primavera, quando as condices de umidade favorecem a transmissdo da doenca.
PrecipitacGes consistentes durante varias semanas, bem como temperaturas superiores a
10,8°C parecem ser necessarias para transmissdo de foot-rot e ocorréncia de surtos como
descrito por Graham e Egerton (1968).

Aguiar et al. (2011), estudando a prevaléncia de foot-rot na regido semi-arida do
Nordeste brasileiro, em fazendas com fatores predisponentes a ocorréncia da infeccéo,
encontraram uma média de 19,41% de animais com enfermidade de cascos, sendo que 12,1%
atribuidas a lesdes de foot-rot.

O resultado de eficacia obtido pelo teste da vacina PBB-001 foi de 83,3%, superior ao
valor descrito pelas autoridades australianas que estabelecem uma eficacia minima de 70%
para vacinas contra foot-rot (STEWART et al., 1985). Os dados referentes a eficicia da
vacina encontram-se na Tabela 3, e sdo baseados na ocorréncia da enfermidade dos grupos
vacinado e ndo vacinado.

Vacinas autdgenas e/ou multivalentes contra o D. nodosus s&o utilizadas para controle
da doenca em rebanhos. No Butdo, Gurung et al. (2006), demostraram uma acentuada
diminuicdo de casos clinicos em rebanhos apenas vacinados, mesmo sem a utilizacdo de
praticas preventivas contra foot-rot. Apesar da curta protecdo atribuida a vacinas
multivalentes, quando estas sdo administradas frequentemente de acordo com os periodos de
transmissdo, pode-se obter o controle da doenga, com ou sem a implantacdo de medidas
preventivas. O controle e prevencdo da doenca em determinadas situacdes também pode ser
alcancada com a utilizacdo de vacinas autdgenas ou monovalentes especificas (EGERTON
2000; ABBOTT e LEWIS, 2005). Rodrigues (2010), estudando a eficacia de uma vacina
monovalente comparada a uma vacina polivalente, encontrou alta eficicia nas duas vacinas,
porém a vacina monovalente induziu maiores titulos de anticorpos atribuidos a menor
competicdo antigénica.

Os resultados do ELISA foram submetidos a anélises estatisticas e demostraram uma
diferenca significativa (P<0,0001) entre os titulos sorologicos dos grupos nao vacinados e
vacinados.

Os titulos de anticorpos encontrados depois da vacinagdo tiveram um aumento
progressivo até os 21 dias, momento da revacinagdo. Aos 60 dias, ou seja, em torno de 30 dias

apos a segunda dose o titulo de anticorpos apresentou média significativa em relacdo aos
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grupos ndo vacinado (P<0,001), onde 95% dos animais apresentaram titulos superiores a
1:3200, dez dias ap6s a 1° revacinacdo e dez dias apds a 2° revacinacao ( dias 30 e 180) os
titulos de anticorpos apresentaram resultados altamente significativos (P<0,0001), com titulos

superiores a 1:6000, com animais atingindo 1:50.000, conforme demonstrado na Figura 3.

Figura 3 — Resposta soroldgica frente ao D. nodosus em soro de ovinos
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Os titulos de anticorpos conta D. nodosus difere em vacinas monovalentes e
multivalentes. Vacinas multivalentes conferem um menor titulo de anticorpos em comparacao
a vacinas monovalentes e/ou autdgenas, necessitando muitas vezes revacinagdes frequentes
para a protecdo eficaz de rebanhos, principalmente aqueles com fatores predisponentes ao
aparecimento de foot-rot. O aumento de titulos de anticorpos apds revacinagdes é esperado
em vacinas inativadas contra foot-rot. Sendo preconizadas revacinacdes frequentes em zonas
endémicas, principalmente em periodos predisponentes a transmissdo. Resultado semelhante
também foi encontrado por Skerman et al. (1982), Gurung et al. (2006) e Rodrigues (2010),
guando observaram aumento significativo dos titulos de anticorpos apds a revacinacéo.
Segundo Egerton et al. (1989), animais com titulos de anticorpos acima de 1:3000 estdo
protegidos contra a enfermidade.

A infeccdo natural pelo D. nodosus confere um aumento de titulos de anticorpos pouco
duradouros evidenciando-se um aumento significativo de anticorpos entre a 3° e 4° semana
pos infeccdo caindo progressivamente até das 12° semana, semelhante aos niveis de

anticorpos induzidos por vacinas inativadas contra o D. nodosus (WHITTINGTON, 1996).
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De acordo com Egerton (1971), ap6s 0 1° contato de um rebanho com doenga, ha um aumento
nos titulos de anticorpos, porém esses titulos sdo baixos e passageiros, ndo sendo suficientes
para prevenir infeccBes posteriores.

Ap0s a primeira vacinacao alguns ovinos demonstraram melhora clinica, porém apés a
revacinacdo espera-se que cerca de 55-100% dos animais respondam positivamente a
vacinacdo (LIARDET et al., 1989 e SCHWARTZKOFF et al.,1993).

A adicdo de adjuvantes em vacinas pode induzir uma resposta imunoldgica mais
efetiva, com maiores titulos de anticorpo por um periodo de protecdo pos-vacinal mais
prolongado e com menor quantidade de antigenos, principalmente em vacinas inativadas
podendo assim diminuir os custos na producéo de vacinas (SILVA et al., 2004 e RESENDE et
al.,, 2004). Em muitas vacinas veterinarias sdo utilizadas substancias adjuvantes como
hidroxido de aluminio, saponina, avridine, entre outros, que conseguem amplificar a resposta
inflamatéria inicial induzida pela vacinagcdo e aumentar a resposta imune a antigenos
especificos (PRETO et al., 1991). Os sais de aluminio tém um longo registro de seguranca,
apesar de causarem algumas reacfes locais, como nddulos, granulomas, eritemas e entre
outras reacfes (CLEMENTS e GRIFFTHS, 2002).

No Reino Unido as vacinas disponiveis contra foot-rot eram compostas por adjuvantes
oleosos. Segundo Lambell (1986) este tipo de adjuvante provoca reagdes locais, com edemas
de até 4 cm de didmetro. No entanto, os adjuvantes oleosos possuem a propriedade de reter 0s
antigenos no sitio de inoculacdo, estimulando uma melhor resposta humoral (PRESTES,
2008). Em estudos realizados por Egerton e Thorley (1981) comparando duas vacinas de foot-
rot, com diferentes adjuvantes, encontraram que a vacina com adjuvante oleoso protegeu 0s
animais por oito semanas, enquanto que a vacina com adjuvante a base de sulfato de aluminio
e potassio, manteve a prote¢ao por apenas quatro semanas.

Para o teste da vacina PBB-001 foi utilizado adjuvante aquoso, que demostrou
seguranca pela auséncia de reacBes locais e gerais e eficacia superior a 80% conferindo

também altos niveis de anticorpos nos animais testados.

4 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi demonstrado que a vacina PBB-001 ndo apresentou sinais
clinicos e reacOes locais ou gerais nos animais testados, alem de promover altos niveis de

anticorpos contra D. nodosus.
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Os niveis de eficacia da vacina PBB-001 foram satisfatérios quando avaliou-se o
nivel de protecdo contra o foot-rot em animais vacinados e ndo vacinados, apresentando-se

dessa forma como uma promissora opgao no controle e prevencao do foot-rot em ovinos.
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