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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar espécies bacterianas anaerébias presentes nos pés de
bovinos portadores de vérios graus de pododermatite. Foram utilizados 60 bovinos, distribuidos em quatro,
grupos de 15. O grupo I foi constituido por animais sauddveis e serviu de controle; o grupo II, por bovinos na
fase inicial do processo; o grupo III, por animais portadores de pododermatite interdigital vegetativa e o grupo
IV, por bovinos portadores de pododermatite necrosante. Foram colhidos fragmentos de tecido interdigital para
cultura e as principais espécies bacterianas isoladas foram: Dichelobacter nodosus nos grupos I, M e IV e
Fusobacterium necrophorum nos grupos Il e IV, com fregiiéncias de 26,7%, 6,7%, 20,0%, 6,7% e de 13,3%,
respectivamente. Encontraram-se também Fusobacterium symbiosum em 40,0% no grupo I, 6,7% no grupo II,
13,3% no grupo I e 13,3% no grupo IV, Bacteroides sp. em 6,7% nos grupos 1 e IV, Bacteroides ruminatus
em 33,3% no grupo I, 6,7% no grupo 11, 33,3% no grupo 1Ml e 13,3% no grupo IV, Bactercides oralis em 6,7%
no grupo Hl e Fusobacterium mortiferum em 6,7% no grupo IV.
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ABSTRACT

The objective of this study was te isclate and identify the anaerobic bacteria species in bovine with different
degrees of pododermatitis. Sixty bovines were divided into four groups of 15 as follows: group I included
healthy animals, used as control; group I with animals in the initial phase of the process; group I, with
animals displaying interdigital skin hyperplasia and group IV with animals with footror. Interdigital fissue
[fragments were collected and processed for isolation and identification of anaerobic agents. The bacteria
species isolated were: Dichelobacter nodosus in groups 11, III and IV and Fusobacterium necrophorum only in
groups 11l and 1V, with frequencies of 26.7%, 6.7%, and 20.0% for the former and 6.7% and 13.3% for the
latter, respectively. In addition, Fusobacterium symbiosum was present in 40.0% of group 1, 6.7% of group II,
13.3% of group Ill and 13.3% of group IV; Bacteroides sp. in 6.7% of groups I and IV; Bacteroides ruminatus
in 33.3% of group 1, 6.7% of group II, 33.3% of group Il and 13.3% of group IV: Bacteroides oralis in 6.7%
of group I, and Fusobacterium mortiferam in 6.7% of group IV.
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INTRODUCAOQ

Nos bovinos, as doengas dos digitos como
dermatite interdigital, erosio ungular, dermatite
verrucosa, dermatite digital, flegmiio interdigital,
pododermatite asséptica (laminite), pododermatite
circunscrita (dlcera de sola), fissuras longitudinais e
transversais, deformagio ungular, pododermatite
séptica (necrobacilose interdigital, “footrot”) e
hiperplasia interdigital sdo consideradas causadoras
de claudicagdo, sendo a pododermatite séptica a
mais comum (Nocek, 1993).

A fase inicial da doenga caracteriza-se por tumefagio
na pele do espago interdigital, acompanhada de
claudicaggo, aumento de volume da extremidade do
membro e, em alguns casos, fistulagio com
exsudagio de liquido sanguinolento de odor
desagradével, sem lesSes macroscopicamente visiveis
110 estojo cémeo, espago interdigital, perioplo, sola e
taldo (Silva et al, 1998). Segundo Mgasa (1987),
apGs instalado, o processo infeccioso desencadeia
vérias alteragdes no tecido interdigital que resuitam
em claudicagio severa ¢ queda de produgio. Para
Greenough (1994), os sinais clinicos variam com a
localizagio da infecgfio, porém a claudicagdio aguda €
0 principal sintoma.

A etiologia e descrigdo das diversas formas das
afecgBes do casco foram estudadas por vdrios
autores (Saraiva, 1984b; Greenough, 1987; Pesce
et al., 1992; Edmonson, 1994; Blowey & Done,
1995), sendo  Dichelobacter nodosus ¢
Fusobacterium necrophorum 0s principais agentes
infecciosos envolvidos (Pesce et al., 1992).

O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar a
microbiota anaerébia dos pés de bovinos saudéveis
e portadores de trés formas de apresentagéo clinica
de pododermatite: fase inicial do processo,
pododermatite  interdigital ~ vegetativa e
pododermatite necrosante.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 bovinos com idade entre 15 e
156 meses, de peso corporal, sexo, raga, aptidao e
manejo variados, provenientes de propriedades
rurais com casos de pododermatite. Os animais
foram separados, apds realizagio -de exame
clinico, em quatro grupos de mesmo numero,
sendo o grupo 1 constitido por animais
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clinicamente saudédveis (controle); o grupo II, por
animais na fase inicial da doenca, com claudicagdo
porém sem lesdo macroscdpica aparente do estojo
c6meo ¢ da pele; o grupo 1T, por animais com a
patologia estabelecida, portadores de fibrose
interdigital (pododermatite interdigital vegetativa)
e o grupo IV, por animais com lesSes do tipo
ulcerativas, com fissura e necrose evidente
(pododermatite necrosante).

Os animais foram atendidos e tratados nas
propriedades de origem. Os bovinos foram
contidos em decubitc lateral e submetidos a
biépsia. A extremidade do membro locomotor foi
lavada com 4gua e sabdo e a anti-sepsia
completou-se com aplicagdo de solugdo a base de
iodophorl. Para a colheita do fragmento do tecido
interdigital, primeiramente removeu-se a camada
superficial da pele integra nos animais dos grupos
I e II, e nos do grupo TII, quando nio existia
necrose na irea fibrosada. Nos bovinos do grupo
IV retirou-se todo o tecido necrosado.
Tmediatamente ap6s, trocou-se a lamina do bisturi
¢ colheram-se- fragmentos de aproximadamente
0,5cm2 com que foram depositados em tubos de
ensaio com caldo de carne cozida e selados com
6leo mineral.

O meio para colheita de material, caldo de carne
cozida, foi preparado segundo Métodos... (1981),
esterilizado a 121°C por 15 minutos e
acondicionado a 4°C em geladeira. Para cada 10ml
de dgua destilada foram adicionados 1,18g de
coragdo de boi, 0,052g de peptona bacteriolégica,
0,005g de glicose e 0,013g de cloreto de sédio.

Os meios de cultura utilizados na repicagem do
material eram  preparados em  peguena
quantidade, sempre que necessdrio, com o©
objetivo de manter um nivel propicio de umidade
para o crescimento bacteriano. Utilizaram-se dois
meios de cultura, conforme metodologia proposta
por Saraiva (1984a,b), um seletivo (dgar sangue
com cristal vicleta) e outro para isolamento (dgar
sangue). Os procedimentos metodoldgicos foram
adaptados  visando o eficaz  isolamento
bacteriano. Seguindo este principio, da menor
complexidade possivel desse processo, o Centro
de Pesquisa em Alimentos (CPA} da Escola de
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Veterindria da Universidade Federal de Goiss
desenvolveu uma sintese do prescrito por Saraiva
(1984a,b). O dgar sangue com cristal violeta foi
usado como meio seletivo para Gram-negativo e
continba um litro de dgua destilada, 52g de 4gar
cérebro-coragdo, 0,1% de cloridrato de cisteina,
0,01% de cristal violeta, 5% de sangue
desfribinado de ovino e pH 7,4. O 4gar sangue,
utilizado como meio de isolamento, foi
preparado com um litro de dgua destilada, 52g de
dgar cérebro-coragio, 5% de sangue desfibrinado
ovino e pH 7,4, Os meios foram autoclavados a
121°C por 15 minutos.

Todo o material colhido do espago interdigital foi
inoculado em caldo de carne cozida e mantido em
temperatura ambiente até chegar ao laboratério
para, em seguida, ser incubado & temperatura de
37°C, por 48 horas. Fez-se a primeira repicagem
em dgar sangue com cristal violeta e a incubagiio
em jarra de anaerobiose a 37°C, por 48 horas. Ao
término desse perfodo, as colonias tipicas foram
repicadas em dgar sangue e as placas incubadas em
anaerobicse a 37°C, por 48 horas. O ambiente de
anacrobiose foi obtido por meio de sachés' e o
grau de anaerobiose medido por meio de fitas®
afixadas com fita adesiva a parede da jarra.

A morfologia das coldnias bacterianas ¢ a
motilidade do D. nodosus e do F. necrophorum
foram estudadas e caracterizadas de acordo com
Saraiva (1984a,b), Holdeman et al. (1986) ¢ Baron
etal. (1994).

Ap6s o isclamento das coldnias, procedeu-se ao
teste do KOH a 3%, realizado para classificar a
bactéria em Gram-negativa ou positiva, conforme
as recomendacdes de Baron et al. (1994).

Obtidos os resultados das provas acima descritas,
as colbnias foram diluidas em meio basal
anaer6bio API e em seguida distribuidas em fitas
API 20A° com as seguintes provas bioquimicas:
indel (IND), uréia (URE), glicose (GLI), manitol
(MAN), lactose (LAC), sacarose (SAC), maltose
(MAL), salicina (SAL), xilose (XIL), arabinose
{ARA), esculina (ESC), glicerol (GLY), celobiose
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(CEL), manose (MNE), melizitose (MLZ),
rafinose (RAF), sorbitol (SOR), rhamnose (RHA),
trealose (TRE) e catalase (CAT). Foram
identificadas e incubadas por 48 horas, a 37°C, em
anaerobiose, apds o que, procedeu-se 2 leitura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagio clinica da  pododermatite
utilizada neste trabalho foi definida por Silva et.al.
(1998) e fundamentou-se na sintomatologia
descrita por Saraiva (1984a, b), Magsa (1987),
Nocek (1993), Greenough (1994), Edmonson
(1994) e Silva et al. (1996).

A detecgio da bactéria na pele do tecido
interdigital pode ser feita por “swab” (Duran et al.,
1990), cultura tecidual ou por esfregagos corados
pelo método de Gram (Depiazzi et al., 1998).

" Neste trabalho utilizou-se somente a cultura, uma

vez que se optou por verificar a presenca . de
bactérias em camadas mais profundas do tecido.

A metodologia utilizada para a colheita do
material para a cultura foi eficiente, pois permitiu
0 crescimento da microbiota esperada. Esse
procedimento ¢ similar ac proposto por Saraiva
(1984a, b), Duran et al. (1990) e Carter et al.
(1995). O meio de enriquecimento preparado com
caldo de carne cozida também mostrou-se eficiente
para o crescimento de bactérias anaerGbias,
podendo ser utilizado como método alternativo.
Este meio também € recomendado pelo Métodos...
(1981), entretanto, os autores acima nao
mencionam qualquer método de selagem, medida
que foi considerada de grande importancia, pois
manteve o meio de cultura com baixa tensdo de
oxigénio.

Muitos meios de cultura sdo utilizados para o
1solamento do D. nodosus e do F. necrophorum.
Duran et al. (1990) utilizaram seis diferentes meios
de cultura € o que produziu melhor resultado para
o primeiro agente foi o dgar brucela enriquecido
com G-N suplemento anaerébio e, para o segundo,
foi o 4gar gema de ovo Fusobacterium. Ambos
foram incubados em jarra de anaerobiose a 37°C
por tés dias. Thomas (1978), citado por Saraiva
(1984b), recomenda para D. nodosus a uiilizagio
do meio de casco ovino composto por extrato de
carne, extrato de levedura, protease peptona, dgar
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e 4gua; o pH deve ser de.7.4 ¢ a incubagdo a 37°C
pot 48 horas em anaerobiose. Pesce et al.(1992)
recomendam para D. nodosus o dgar prezunho a
4% com incubaciic em anaerobiose a 37°C, por.96
horas. Scanlan et al. (1986) conseguiram isolar £.
necrophorum em dgar BHI (infusdo de cérebro-
coragio). Entretanto, optou-se pelos meios de
cultura 4gar sangue com cristal violeta e dgar
sangue (Saraiva, 1984ab), preparados segundo
metodologia- do CPA, devido a praticidade na
elaboracioe & sua eficiéncia no isolamento dos
agentes bacterianos estudados:

Nas culturas foram isolados e identificados trés
géneros de bactérias anaerébias: Dichelobacter,
Fusobacterium e Bacteroides. A identificagio das
colénias foi realizada de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas ‘e tintoriais de cada
agente, descritas por Holdeman et al. (1986) ¢
Baron et al. (1994). .

A realizagio das provas bioquimicas foi o dltimo
passo para a identificagio bacteriana. As principais
provas utilizadas para a caracterizagdo do
Dichelobacter nodosus. e do Fusobaterium

necrophorum foram a produgfo de indol e de
urease, a fermentacio da glicose, do manitol, da
lactose, da sacarose, da maltose, da salicina, da
xilose, da arabinose, da esculina, do glicerol, da
celobiose, da manose, da melizitose, da rafinose,
do. sorbitol, da rhamnose e da trealose, e a
produgio da catalase (Virginia.., 1975). Nesse
experimento, as provas bioquimicas para a
classificagio bacteriana em espécie mostraram-se
eficazes e proporcionaram confiabilidade nos
resultados. Virginia... (1975) e Holdeman et al.
(1986) recomendam, ainda, o uso de outras provas
como a liquefagfio da gelatina, a digestio da carme
e a utilizagdo do adonitol. No experimente piloto,
a utilizagio das provas bioguimicas citadas
inicialmente foi suficiente para identificar as
bactérias estudadas, fato que determinou a
preterigio das tés dltimas. A diminuigdo no
nimero de provas efetuadas na classificagio €
importante uma vez que reduz o custo final do
diagnéstico

As diferentes espécies bacterianas encontradas nos
diferentes grupos experimentais estdo relacionadas
na Tab. 1.

Tabela 1. Géneros e espéeies bacterianas isolados de cascos de bovinos segundo a caracterizagfo clinica

da podod rmatite_: '

D: nodosus foi encontrado com maior fregiiéncia
no grupo II, ou s¢ja, nos animais na fase inicial da
doenca, o que pode significar uma possivel
participagio desta bactéria na etiopatogenia do
processo patolégico em questdo, apesar de,
macroscopicamente, ndo se observarem lesdes no
espago interdigital, no perioplo ou no estojo
cérneo. A ocorréncia de lesdes € considerada por
Duran et al. {1990) fator essencial para a entrada
dos agentes bacterianos. Dessa forma, acredita-se
que, pele fato de ndo se observar qualquer lesdo
aparente nesse local, seria necessdria a realizagio
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de exames histopatoldgicos do tecido cutdneo
interdigital, de modo a identificar a presenga de
reagBes inflamatdrias e/ou infecciosas nas camadas
mais profundas do tecido, o gue possibilitaria a
indicagiio da participagio do D. nodosus como
agente desencadeante do processo. Esses achados
estio de acordo com os resultados obtidos por
Ribeiro (1980), Saraiva (1984b), Fajardo et al.
(1987) e Baron et al. (1994), os quais afirmam ser
o D. nodosus o agente etiolégico da pododermatite
bovina. Blowey (1992) relata que a necrobacilose
interdigital estd associada ao F. necrophorum, o
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que confirma os achados deste experimento, pois
foi possivel isold-lo nos animais dos grupos IIl &
1V, com os bovinos do ltimo grupo apresentando
necrose caracteristica advinda da presenca desse
agente.

Para Ribeiro (1980), Holdeman et al. (1986),
Pesce et al. (1992), Baron et al. (1994) ¢ Carter et
al. (1995), a pododermatite bovina resulta da acéo
sinérgica do D. nodosus e do F. necrophorum.
Todavia, diante dos resultados obtidos, a pequena
porcentagem dos dois agentes encontrada nos
animais portadores de pododermatite ndo foi
considerada suficiente para afirmar que eles eram
0s principais agentes desencadeadores da doenca.
No entanto, como se trata de agentes anaerébios
exigentes, pode ndo ter sido possivel recuperar
todas as bactérias presentes no tecido interdigital,
Além disso, na pododermatite interdigital
vegetativa, o tecido fibroso € protegido pela pele e,
nos casos onde ndo existe solugio de continuidade,
as condigdes nio sio adequadas para a penetragio
€ desenvolvimento do agente microbiano. Blowey
& Done (1995) ndo conseguiram isolar D. nodosus
e F. necrophorum de animais portadores de
pododermatite.  Clark et al. (1985) ndo
reproduziram a doenga por meio de injeDes
subcutineas de culturas puras de F. necrophorum
e de B. melaninogenicus. Duran et al. (1990)
isolaram, de ovinos portadores de pododermatite
necrosante, D. nodosus em 56,8% dos animais
estudados e F. necrophorum em 192%. A
avaliacho desses dados permite concluir que,
mesmo nos casos clinicos da doenga, nem sempre
€ possfvel isolar as bactérias a partir das lesdes de
pododermatite.

Como no presente experimento utilizaram-se
somente meios de cultura especificos para
bactérias anaerébias e ndo se realizaram
esfregacos, ndo foi possivel verificar a presenca de
espiroguetas, microrganismos encontrados por
Peterse (1992), Borgman et al. (1996) e Doherty et
al. (1998) em lestes de pododermatite. Entretanto,
isolaram-se ¢ identificaram-se microorganismos
como Fusobacterium symbiosum, 40,0% no
grupo 1, 6,7% no grupo 11, 13,3% no grupo Il e
13.3% no grupo IV; Bacteroides sp., 6,7% nos
grupos 1 e IV; Bacreroides ruminatus, 33,3% no
grupo L, 6,7% no grupo 11, 33,3% no grupo I1I ¢
13.3% no grupo IV; Bacteroides oralis, 6,7% no
grupo Il e Fusobacterium mortiferum 6,7% no

grupo IV.

Duran et al. (1990) também isolaram intimeras
espécies do género Bactervides e conclufram que a
pododermatite €, provavelmente, um processo
multifatorial, resultante da invasdo de uma lesio
prévia do casco por bactérias presentes no solo.
No entanto, os animais estudados por esses autores
eram portadores de pododermatie necrosante e,
como nesses casos a integridade do. casco
enconira-se comprometida, a invasio por indmeras
espécies bacterianas & inevit4vel,
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