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COSTA, H.F. Resposta sorolégica de cordeiros submetidos a diferentes
protocolos de imunoprofilaxia da enterotoxemia causada pela toxina épsilon do
Clostridium perfringens tipo D. Botucatu, 2010. 101p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

RESUMO

A enterotoxemia causada pela acdo da toxina épsilon produzida pelo
Clostridium perfringens tipo D é uma das causas mais comuns de Obitos em
ovinos e caprinos de todo o mundo e geralmente os animais mais jovens e em
boas condi¢des nutricionais sdo os mais acometidos. Cordeiros jovens podem
apresentar concentragéo sérica de anticorpos antitoxina épsilon em virtude de
0 microrganismo ser ubiquitario do solo e trato digestivo dos animais. No
entanto, tal concentracao n&o é considerada protetora quando a enfermidade é
desencadeada, sendo necessaria a vacinagdo dos animais para protecdo da
enfermidade. No presente estudo foram testados diferentes protocolos de
vacinagdo em cordeiros jovens com vacina comercial polivalente contra
clostridioses. Avaliando-se a resposta sorologica pela técnica de ELISA-I,
observou-se diferencgas significativas (p<0,05) entre os protocolos vacinais, no
entanto todos conferiram titulo considerado protetor nos animais avaliados.
Quanto as cinco vacinas avaliadas frente a dois protocolos testados, todas
apresentaram titulo considerado protetor, sendo que para duas delas, os titulos
séricos foram mais elevados frente as demais. Utilizou-se a técnica ELISA-I
também para avaliar e comparar a cinética de anticorpos antitoxina épsilon de
cordeiros filhos de ovelhas nao-vacinadas e vacinadas 30 dias antes da
paricdo. Houve uma diferenca significativa nas concentracdes séricas de
anticorpos antitoxina épsilon nos grupos de cordeiros, sendo o titulo do grupo
de cordeiros, filhos de matrizes vacinadas, considerado protetor (= 0,2Ul/ml) no

periodo de avaliagao.

Palavras-chave: enterotoxemia, cordeiros, vacinagao, protocolos
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COSTA, H.F. Antibody response of lambs under different immunoprophylaxis
protocols of enterotoxemia caused by Clostridium perfringens epsilon toxin type
D. Botucatu, 2010. 101p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The enterotoxemia caused by the action of epsilon toxin produced by
Clostridium perfringens type D is one of the most common causes of deaths in
sheep and goats from around the world and usually the younger animals and in
good nutritional conditions are most affected. Young lambs may have serum
antibodies against epsilon antitoxin because the organism is ubiquitous in soil
and in the digestive tracts of animals, but this concentration is not considered
protective. Vaccination is essential for protection from disease. In this study we
tested different vaccination protocols of young lambs with five commercial
polyvalent vaccines against clostridial. Evaluating the antibody response by
ELISA-I significant differences (p <0.05) between vaccination protocols, were
observed but all were considered protective. All the five evaluated vaccines by
two protocol resulted in protective title, and two of the five tested vaccines
showed higher titers against the others. We also used the ELISA technique to
evaluate and compare the kinetics of epsilon antitoxin antibodies lambs of non-
vaccinated and vaccinated ewe at 30 days before parturition. There was a
significant difference in the serum concentrations of epsilon antitoxin antibodies
in the groups of lambs, with protective title (= 0.2 IU / ml ) in the group of lambs
from vaccinated ewe, considered protective (= 0.2 IU / ml) in the evaluated
period.

Key-words: enterotoxaemia, lambs, vaccination, protocols.
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1.0 INTRODUGAO

A toxina épsilon produzida pelo Clostridium perfringens tipo D é a causa
mais comum de quadros de enterotoxemia em ovinos e caprinos de todo o
mundo, e geralmente os animais mais jovens e em boas condi¢gdes nutricionais
sdo os mais acometidos (JANSEN, 1967; BLACKWELL et al., 1983; FLEMING,
1985; FINNIE, 2003).

A toxina age inicialmente no intestino produzindo alteragdes
morfologicas e fisiologicas (FERNANDEZ-MIYKAWA; UZAL, 2003) e apds a
absorcdo intestinal, age sistematicamente, no caso dos ovinos, produzindo
diversas alteragbes principalmente neurolégicas e pulmonares nos quadros
super agudos da enfermidade (FINNIE, 2003).

Como uma das mais importantes enfermidades entéricas dos pequenos
ruminantes, a enterotoxemia é responsavel por consideraveis perdas
econOmicas na cadeia produtiva de leite e carne (FERNANDEZ-MIYKAWA et
al., 2007), com prevaléncia variando entre 24,13% e 100% relatada em
diversos paises (EL IDRISSI; WARD, 1992; GRECO et al., 2005).
Considerando-se o aumento na ingestdo de dietas altamente energéticas em
cordeiros jovens confinados para o abate e consequente risco de
desencadearem quadros de enterotoxemia, a vacinacdo do rebanho, € uma

das principais medidas de prevencao da enfermidade.

No entanto, ainda nao esta elucidado se a antecipacdo da
primovacinagdo nesses animais promove niveis séricos considerados
satisfatérios para a prevencao da enfermidade e nem qual o comportamento

das vacinas comerciais frente tal alteragéo de protocolo vacinal.

Frente a importancia econdmica e sanitaria da enterotoxemia e a
escassez de estudos criteriosos relacionados a mensuragdo da resposta
soroldgica de cordeiros contra a toxina épsilon produzida pelo C. perfringens

tipo D, motivaram a realizag&do do presente estudo.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracterizagao do Clostridium perfringens e a toxina épsilon

Clostridium perfringens compreende um grupo de microrganismos Gram-
positivos, bastonetes, anaerébios, formadores de esporos e produtores de
exotoxinas (QUINN et al., 1992). E componente ubiqiitario da microbiota
intestinal do homem e de outros animais (SONGER et al., 1996) e comumente

encontrado no solo, agua e ar (JUNEJA et al., 2003).

Mais de 17 toxinas do C. perfringens tem sido descritas na literatura
(MIHELEC et al.,, 1978; SMITH, 1979; HATHEWAY, 1990). A espécie é
classificada em cinco toxinotipos A, B, C, D e E (NILLO, 1980; QUINN et al.,
1992) baseada na producao de quatro principais toxinas a alfa, beta, épsilon e
iota (SMITH, 1979) (Tabela 1). Cada toxinotipo de C. perfringens esta
associado a uma determinada doenga, quer seja humana ou animal
(SMEDLEY et al.,, 2004). Duas outras toxinas (enterotoxina e toxina beta 2)
também podem ser produzidas por todos os tipos de C. perfringens, embora

ndo sejam utilizadas para a sua tipificacao (GARMORY et al., 2000).

Quadro 1: Tipificagcdo do Clostridium perfringens quanto ao tipo de

toxina produzida.

Toxinas
Tipo Alfa Beta Epsilon lota
A ++ - - -
B + ++ + -
C + ++ - -
D + - ++ -
E + - - ++

++ Producgédo da fragdo de toxina predominante.

+ Produgdo em baixa quantidade.
N&o-produgéo.

Extraida de NILLO, 1980.

De maneira geral, as toxinas produzidas pelo C. perfringens causam

efeitos devastadores no organismo do hospedeiro (LEWIS, 2000). Para

Smedley et al. (2004), a variagdo no tipo de toxina produzida influencia as
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propriedades de viruléncia das cepas de C. perfringens, o que pode explicar,
em parte, a versatilidade patogénica deste microrganismo em causar diversas

enfermidades, em animais ou humanos.

A toxina épsilon (ETX) é produzida pelo Clostridium perfringens tipo B e
D. Considerada a terceira toxina clostridica mais potente, perdendo somente
para as neurotoxinas botulinica e tetédnica (PAYNE et al., 1997), a ETX é
responsavel pelo desenvolvimento de quadros fatais de enterotoxemia em
ovinos, caprinos, bovinos jovens e ocasionalmente em outros animais
domeésticos (SONGER et al., 1996; NAGAHAMA et al., 1993). A absorgéo da
toxina pela mucosa intestinal e sua disseminacdo em todos os 6rgaos pela
corrente sanguinea provoca elevagao da pressao arterial e edema em varios
orgdos (SONGER et al., 1996; SAKURAI et al., 1983). Devido ao fato desta
toxina ser potencialmente ativa em humanos, o National Institutes of Health and
the Centers of Disease Control classifica a ETX como agente biolégico da
categoria B (MANTIS, 2005).

A toxina épsilon consiste em uma proteina composta por 311
aminoacidos, com peso molecular de aproximadamente 32,7 kDa, sintetizada e
secretada na forma de prototoxina. Sua ativacdo pode ocorrer apds a acao da
tripsina ou quimiotripsina (HUNTER et al.,, 1992; MIYATA et al., 2001),
zincometaloproteinase produzida pelo C. perfringens tipos B e D (MINAMI et
al., 1997) ou ainda por algumas outras toxinas sintetizadas por este
microrganismo porém pouco estudadas, aumentando significativamente sua
toxicidade (BULLEN, 1970; HAUSCHILD, 1971; NILLO, 1986; SAKURAI et al.,
1997; ROOD, 1998).

Produzida normalmente em pequena quantidade no intestino de
animais, a toxina épsilon, nessa condig&o, nao acarreta nenhum efeito deletério
e até estimula a formagédo de anticorpos especificos (BLACKWELL et al.,
1983). Entretanto, concentracbes elevadas dessa toxina provocam um
aumento da permeabilidade intestinal e, conseqiientemente sua absorgéo pela
circulagéo sistémica (BULLEN, 1970) desencadeando hiperemia, elevagdo da
pressdo sanglinea (NAGAHAMA et al., 1993), aumento da permeabilidade

vascular (MORGAN et al., 1975) e edemaciagao dos rins, pulmdes e excesso
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de liquido no pericardio, além de manifestagbes neurologicas tais como
convulsdes e opistotono (McDONEL, 1980; SAKURAI et al., 1983). As
informagdes sobre o mecanismo de agao da toxina épsilon ainda sdo escassas.
Finnie et al. (1999) relataram que a toxina, por produzir um aumento da
permeabilidade vascular, ap6s atingir o tecido cerebral, exerce efeito citotdxico
diretamente nos neurdnios dos ratos.A ETX pode ainda atravessar a barreira
hemato-encefalica e causar edemas perivasculares, danos neuronais e
liberagcéo excessiva de glutamato pelos neurénios do hipocampo (MIYAMOTO
et al., 2000), além de um possivel efeito acumulativo em determinadas regiées
do cérebro (PAYNE et al., 1997).

Fernandez-Miyakawa; Uzal (2003) evidenciaram danos histoldégicos em
alcas do colon de ovinos e caprinos provocados pela agcéo da toxina épsilon, e
quando compararam a capacidade de absorcao desta toxina entre as espécies,
esta foi mais prontamente absorvida pelo intestino de caprinos, evidenciada
pelas alteracdes histopatolégicas mais marcantes no célon de caprinos que de

ovinos, duas horas apds a administracdo intraduodenal da toxina.
2.2. Enterotoxemia — a enfermidade

A enterotoxemia, uma das mais importantes enfermidades entéricas que
acomete o0s ruminantes domésticos, determina consideraveis perdas
econdmicas a cadeia produtiva de carne e leite (FERNANDEZ-MIYAKAWA et
al., 2007). A causa dessa enteropatia foi estabelecida pela primeira vez em
1932, na Australia, quando a toxina épsilon do Clostridium perfringens tipo D foi
detectada no conteudo intestinal de carneiros (GRINER et al., 1956).
Enterotoxemia € uma das mais freqlientes ocorréncias de enfermidades que
acometem ovinos e caprinos de todo o mundo (SHANKS, 1949; NIILO, 1980;
SMITH; SHERMAN, 1994; KRIEK et al., 1994; SONGER, 1998; UZAL, 2004).
Estudos realizados em diversos paises relatam uma prevaléncia variando entre
24,13% e 100% (EL IDRISSI; WARD, 1992; GRECO et al.,, 2005). Embora
outros tipos de Clostridium perfringens (A, B e C) tenham sido diagnosticados
como causas de enfermidades em ovinos, o tipo D ganha destaque por ser
isolado na maioria dos casos (OZTURK, 1996; OZCAN; GUNCAY, 2000).
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Também conhecida como doenga do rim polposo, doenga da super-
alimentacdo ou morte subita, a enterotoxemia é uma enfermidade infecciosa
nao contagiosa responsavel por altas taxas de mortalidade e que pode
acometer pequenos ruminantes de qualquer idade. Entretanto, os jovens entre
trés e dez semanas de idade, em boas condi¢des nutricionais sao
particularmente mais suscetiveis (KRIEK et al., 1994; SMITH; SHERMAN,
1994; SONGER, 1998). Em bovinos, a bactéria esta presente ja nos primeiros
dias de vida e associada a sindrome da diarréia neonatal em bezerros de corte
(FERRAREZI et al., 2008); considerada como uma das causas predominantes
de morte em animais desmamados até 10 meses de idade, geralmente aqueles
alimentados com ragéo rica em grdos em confinamentos (SONGER et al.,
1996).

Diversos fatores séo citados como predisponentes para a ocorréncia da
doenca do rim polposo, tais como aqueles que afetam o ambiente intestinal: a
diminuicdo do transito intestinal, alteracbes bruscas na dieta alimentar,
mudancas de pastagens pobres para luxuriantes, alimentacdo com diversos
tipos de gréos e forragens (trigo, alfafa), dietas muito ricas em proteinas e/ou
energia, aumento no conteudo de carboidratos fermentaveis na racéo
(SEIFERT; BOHNEL, 1994; SMITH; SHERMAN, 1994). No entanto, Uzal et al.
(1994) relataram surtos de enterotoxemia em caprinos criados sob condi¢des
extensivas, sem que nenhuma mudanga brusca de alimentacdo tivesse
ocorrido, o0 mesmo podendo ser extrapolado para os ovinos. Diversos outros
fatores que causam disturbios intestinais, ainda ndo descritos, podem ser

predisponentes para a ocorréncia da enterotoxemia.

Segundo Pugh (2002), nos pequenos ruminantes, a enterotoxemia
apresenta-se naturalmente sob trés formas clinicas: superaguda, aguda e
cronica. Na forma superaguda, mais freqlente em animais jovens, ha morte
subita sem que nenhum sinal clinico tenha sido observado. A forma aguda,
mais comum em animais adultos, caracterizada por diarréia, opistétono e
convulsdo e a forma crbnica, caracteriza-se por perda de peso e diarréia,

podendo culminar em recuperac¢éo ou ébito do animal.
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Sao escassos os relatos da prevaléncia de casos de enterotoxemia em
ovinos, 0 que nao deve ser encarado como uma enfermidade rara ou
esporadica, mas sim como uma enfermidade sub-diagnosticada em virtude de,
na maioria dos casos se apresentar na forma super-aguda, ou ainda, por ser
diagnosticada erroneamente como outra enfermidade. No Paquistdo, Suhail et
al. (2003) avaliando um rebanho de cordeiros jovens, observaram prevaléncia
da enfermidade acima de 40%. Ja Greco et al. (2005) encontraram 16% de

prevaléncia nos cordeiros do sul da Italia.

Ja na espécie caprina as descricbes de relatos de casos de
enterotoxemia s&o mais frequentes, como os da Argentina (UZAL et al., 1994),
Australia (OXER, 1956), Canada (BLACKWELL; BUTLER, 1992) e Brasil
(COLODEL et al., 2003).

Embora a doenca em ovinos e caprinos seja causada pelo mesmo
agente etioldgico, ou seja, pela mesma toxina épsilon, existem diferencas
significativas entre as sindromes enterotoxigénicas nas duas espécies (SMITH;
SHERMAN, 1994).

Em geral, ovinos afetados por quadros agudos de infeccdo por C.
perfringens tipo D tem morte subita, precedida ou ndao por complicacdes
neurolégicas como convulsdo, cegueira ou coma (SONGER et al.,, 1996;
FINNIE, 2003). Complicacdes gastrintestinais causadas pela ag¢do da toxina
épsilon na espécie ovina sao brandas ou até mesmo raras (SONGER et al.,
1996). Em contraste, caprinos acometidos pela enfermidade sofrem de
enterocolite que pode ser severa e letal para quadros agudos ou auto-limitante

nos casos cronicos (UZAL et al., 1994).

Na reproducéo experimental da enterotoxemia em ovinos e caprinos,
nos quais infundiu-se, por via intraduodenal, cultura liquida de Clostridium
perfringens tipo D, Blackwell et al. (1991) observaram diferengcas na
manifestacéo clinica da enfermidade entre as duas espécies. Os cordeiros
apresentaram letargia, sinais neuroloégicos evidentes, diarréia e morte, sendo
as principais lesbes patologicas associada com o cérebro (encefalomalacea

simétrica bilateral) e pulmdes (presenca de conteudo catarral). Nos caprinos
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observaram diarréia, distensdo abdominal, letargia, sonoléncia e morte subita
apos 6 horas da infuséo.

Apesar da toxina épsilon ser endoteliotdxica, o receptor especifico para
toxina épsilon ainda nao foi totalmente identificado. Entretanto, a presenca de
um receptor especifico, particularmente no cérebro e nos rins, tem sido
sugerida pela captacao da referida toxina (BUXTON et al., 1976). Nagahama;
Sakurai (1991) sugeriram que tal ligagdo da toxina épsilon ocorreria na fragéo
sinaptossomal, provavelmente devido a formagdo de um poro na membrana
plasmatica neuronal como conseqiéncia da oligomerizacado (MIYATA et al.,
2001; 2002).

Roedores tém sido utilizados como modelo experimental como fonte de
estudo dos efeitos neurolégicos da toxina épsilon (FINNIE et al., 1999). Autores
defendem o modelo de explanagédo de que as lesdes cerebrais, nos quadros
agudos, ocorrem devido a acao da toxina no endotélio celular, com formagéo
de edema perivascular, seguido por hipdxia e necrose do tecido perivascular
(BUXTON et al., 1978; NAGAHMA; SAKURAI, 1991). Entretanto, Finnie et al.
(1999) demonstraram que a toxina épsilon também pode se espalhar pelo
cérebro e agir diretamente nos neurdnios, produzindo degeneracéo e necrose
destas células nos casos de intoxicagdo sub-aguda ou crénica em ratos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Adamson et al. (2005).

Uzal et al. (2004) reproduziram experimentalmente a forma super aguda
da enterotoxemia em ovinos por meio da infusdo intraduodenal de cultura de C.
perfringens tipo D. Os animais desenvolveram dificuldade respiratoria, decubito
com movimentos de pedalagem, balidos de dor, convulsdes, dificuldade em
caminhar devido a alteragdes na visdo e opistotono, num periodo que variou de

30 minutos até 26 horas ap6s a inoculagéo da toxina épsilon.

2.3. Enterotoxemia — avaliagao sorolégica

Diversos tratados descrevem varias modalidades diagnosticas para
enfermidades clostridiais (SONGER et al., 1996). A confirmagéo do diagnostico
nao é, entretanto, sempre facil, j4 que os microrganismos causadores sao

comensais no trato intestinal dos animais (QUINN et al., 1992). Os principais
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componentes do diagnostico da enterotoxemia causada por C. perfringens em
animais domeésticos baseiam-se na avaliacdo de sinais clinicos, alteracbes
macroscopicas e microscépicas de tecidos, cultura bacteriologica e deteccao
de toxinas em amostras de necropsia e em sobrenadantes de culturas puras
isoladas e cultivadas em meios seletivos (HOEFLING, 1990). As lesbes renais
(rim polposo) ndo sao caracteristicas, portanto, encontrar rim polposo em
ovinos néo estabelece diagndstico definitivo de enterotoxemia. Diante disso, o
diagnoéstico definitivo desta enfermidade necessita da confirmagéo laboratorial
(UZAL, 2004).

Os achados histopatolégicos como microangiopatia cerebral,
caracterizada por acumulo perivascular de material eosinofilico proteinaceo e
hemorragias principalmente na capsula interna, talamo e pedunculos
cerebelares caracteriza a enterotoxemia em ovinos, sendo raramente
encontrada em casos de enterotoxemia em caprinos (BUXTON, 1978; UZAL et
al.,, 1997a). Na espécie caprina é mais frequente a ocorréncia de lesdes
intestinais (UZAL; KELLY, 1996; UZAL et al., 1997a).

O diagnostico confirmatério da enterotoxemia baseia-se na associagao
da detecgao desta toxina no conteudo intestinal e teste in vivo, sendo o padréo
utilizado a soroneutralizagdo em camundongos. Apesar de ser reconhecido
pela sua sensibilidade e especificidade, trata-se de um método lento e
relativamente caro, pois requer grande numero de animais, além de gerar
discussdes éticas por parte de grupos humanitarios e pesquisadores que visam
o bem estar animal (PARREIRAS et al., 2002).

Como alternativa de substituicdo, um teste in vifro pode ser adotado,
como o ensaio imunoenzimatico (ELISA), um método sensivel, especifico, ético
e rapido que necessita de poucas horas para a obtencéo dos resultados (UZAL
et al., 2003). A deteccao da toxina épsilon pela técnica de ELISA revelou ser o
teste diagndstico indicado para substituir a soroneutralizagdo em camundongos
(NAYLOR et al., 1987; ROSSKOPF-STREICHER, 2004).

A técnica de ELISA Indireto, utilizada por Uzal et al. (1997a) para a
deteccdo de niveis de antitoxina épsilon no soro sanguineo de caprinos

vacinados contra a enterotoxemia, apresentou alta correlagcdo quando
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comparada com a técnica tradicional de soroneutralizagdo em camundongos.
Os autores concluiram que essa técnica pode ser utilizada para a verificacao
de niveis de anticorpos séricos de caprinos em um pequeno intervalo de tempo

e sem a necessidade da utilizagdo de animais de laboratério.

Uzal et al. (1997b) encontraram alta correlagdo entre as técnicas de
ELISA indireto e competitivo na detecgdo de anticorpos anti-toxina épsilon em

caprinos.

Sojka et al. (1989) padronizaram um ELISA para quantificar antitoxina
épsilon em amostras de soro de coelhos imunizados, visando diminuir o
nimero de animais experimentais e aumentar a sensibilidade e a
especificidade do teste. Ebert et al. (1999) desenvolveram duas técnicas de
ELISA para detectar anticorpos especificos contra as toxinas beta (ELISA de
captura) e épsilon (ELISA competitivo) do Clostridium perfringens e obtiveram
alta correlacédo entre o teste in vivo e in vitro, além de boa repetibilidade,
indicando que ambos os sistemas in vitro podem substituir a soroneutralizacao

em camundongos.

Apesar do teste de ELISA permitir confiabilidade no material isolado, as
opgdes para identificagdo dos subtipos das toxinas ainda sao limitadas. Por
exemplo, até pouco tempo ndo havia um teste de ELISA especifico para
detectar a toxina beta-2 (BAUMS et al., 2004).

O cultivo celular para deteccao da toxina pode ser uma opg¢ao de
diagnéstico, no entanto, somente a MDCK (Madin-Darby canine kidney) e G-
402 (Caucasian renal leiomyoblastoma) sdo sensiveis na investigacdo da
toxina (PAYNE et al., 1994; UZAL et al., 1994; BEAL et al., 2003). Além disso,
o cultivo celular pode ser uma alternativa para substituir testes de
soroneutralizacao atualmente utilizados para avaliar a poténcia de vacinas
clostridiais. Borrmann et al. (2006) mensuraram, pela técnica de cultivo celular,
o titulo de anticorpos contra toxina épsilon de coelhos vacinados e,
comparando com as recomendagdes da European Pharmacopeia encontraram
coeficiente de correlagdo significativo com as técnicas de mensuragao in vivo
por ela indicada, necessitando porém de mais estudos para validagdo de tal

teste.
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Uzal et al. (2003) compararam quatro técnicas para a detecgéo da toxina
epsilon do C. perfringens tipo D no conteudo intestinal e outros fluidos
corpéreos de ovinos e caprinos e concluiram que o diagnoéstico da
enterotoxemia n&o pode ser baseado somente na detecgédo da toxina épsilon,

mas também associado em achados clinicos e patologicos.

Frente a diversas técnicas laboratoriais atualmente disponiveis para
pesquisa, a técnica de ELISA apresenta vantagens como a completa abolicao
dos testes de soroneutralizagéo, reducéo do tempo de realizagao e leitura do
teste, baixo custo e a ndo exposicdo de pessoas a agentes potencialmente

infecciosos.
2.4. Enterotoxemia — prevengao

Independente da enfermidade e da espécie animal acometida, a
prevencdo € sempre O processo mais econdmico quando comparada aos
prejuizos decorrentes de tratamentos e de controle da enfermidade apés seu

estabelecimento e difusdo em um rebanho.

A enterotoxemia causada pela acdo da toxina épsilon produzida pelo
Clostridium perfringens tipo D leva a perdas consideraveis no rebanho ovino,
uma vez que o tratamento na grande maioria dos casos é impraticavel. Devido
as caracteristicas ecologicas do agente, que € ubiquitario do trato digestivo dos
animais e do solo, e pela forma de resisténcia na natureza por meio de

esporos, a erradicacao da enfermidade é praticamente impossivel.

A prevencao da doenca é direcionada para evitar a proliferagao rapida
do microrganismo no trato intestinal e neutralizagdo da toxina
consequentemente produzida. Dessa forma, medidas de profilaxia s&o
fundamentais no controle da enterotoxemia, sendo que duas medidas devem
ser ressaltadas como de grande importancia: o manejo alimentar adequado
(RADOSTITS et al, 2000) e principalmente a vacinacao dos animais (JANSEN,
1967; SMITH; SHERMAN, 1994; UZAL; KELLY, 1999; PUGH, 2002; EHRETH,
2003).

No entanto, inUmeros fatores estdo associados as falhas de imunidade

apoOs a vacinagéo de um rebanho, seja por fatores oriundos do antigeno ou
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decorrentes da elaboragdo, conservacdo e utilizacdo da vacina
(McCLUGGAGE, 2000), ou ainda decorrentes do animal, como a incapacidade
de formacgédo de anticorpos vacinais no caso de alguns animais jovens
(TIZARD, 1992; LEITE, 1996).

2.4.1 Papel da imunizagao passiva

A protecao transferida da mae para o filho, seja via placentaria, colostro
ou ambos, €& chamada passiva. Esse mecanismo é essencial para
sobrevivéncia e higidez dos recém-nascidos que ainda nado possuem um
sistema imunologico totalmente desenvolvido (BRAMBELL, 1958; JEFFCOTT,
1972).

Em ruminantes, a complexidade da placenta do tipo sindesmocorial,
constituida de cinco camadas de tecidos, determina a transferéncia de
imunidade passiva pos-natal, sendo a ingestdo de colostro essencial para a
aquisicao de anticorpos maternos e sobrevivéncia do neonato (BRAMBELL,
1958; JEFFCOTT, 1972; CAMPEL; SIEGEL, 1977). O aumento na
concentragdo de imunoglobulinas dos cordeiros s6 ocorre quando o animal
ingere colostro nas primeiras horas de vida (O'DOHERTY; CROSBY, 1997).

Em ovinos, assim como nos demais ruminantes, a absorcdo das
imunoglobulinas ocorre entre 24 e 36 horas de vida (HOUGH et al., 1990).
Neste periodo, o trato gastrintestinal imaturo dos cordeiros permite que
anticorpos produzidos e secretados ativamente no colostro cheguem intactos
ao intestino delgado e, em seguida, ao sistema circulatério (BRAMBELL, 1958;
JEFFCOTT, 1972; ODOHERTY; CROSBY, 1997).

As imunoglobulinas séricas adquiridas via colostro nos ruminantes
alcangam um pico de concentracédo entre 24 e 48 horas de vida. ApdOs esse
periodo, a concentracdo de anticorpos decresce, resultado do catabolismo
dessas macromoléculas e gradativamente inicia-se a sintese endogena de
imunoglobulinas (McCOY, 1970; KRUSE, 1983; MACHADO NETO; PACKER,
1986; PAULETTI et al., 2002).

Falhas na absor¢cdo de anticorpos em cordeiros, caracterizada como

falha na transferéncia na imunidade passiva (FTIP), tornam os recém-nascidos
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suscetiveis as doengas, como septicemia neonatal, pneumonia e diarréia entre
outras afeccbes, elevando significativamente a taxa de mortalidade de
cordeiros recém-nascidos e acima de tudo, comprometendo também o
desempenho produtivo em idades superiores (NOCEK et al., 1984; DONOVAN
et al., 1998; MACHADO NETO et al., 2004; La RAGIONE et al., 2006).

Algumas caracteristicas afetam a quantidade de imunoglobulinas
transferidas aos recém-nascidos e entre elas estdo os partos gemelares ou
triplos (HALLIDAY, 1974), o vigor do neonato de mamar, tempo de gestacgao,
tempo decorrido do nascimento até a primeira ingestdo de colostro e a
concentragdo de imunoglobulinas no mesmo (HALLIDAY, 1978; CABELLO;
LEVIEUX, 1981; GILBERT et al., 1988; MACHADO NETO et al., 1997; MORIN;
McCOQY, 1997).

A formacédo de um banco de colostro bovino constitui-se em uma
importante pratica de manejo em operagdes comerciais, assegurando o
fornecimento de quantidade adequada de imunoglobulinas aos cordeiros
recém-nascidos, pois a homologia da fonte heteréloga permite o processo de
aquisicao de imunidade, além de evitar a transmissédo de patdégenos via
colostro materno (LOGAN et al.,, 1978; HOUWERS et al., 1983). No entanto,
Veschi et al. (2006) nao identificaram niveis de titulos protetores contra a
enterotoxemia no soro de caprinos recém nascidos apos a ingestao de colostro
de vacas previamente imunizadas com vacina contra a enterotoxemia e outras

clostridioses.

De la Rosa et al. (1997) encontraram uma concentracdo de anticorpos
anti-toxina épsilon em cordeiros nao-vacinados considerada protetora, sendo
que tais cordeiros eram filhos de ovelhas vacinadas cerca de 30 dias antes da
paricdo. Troxel et al. (1997) reportaram resposta similar em bezerros filhos de
vacas vacinadas 124 dias antes da paricéo. Araujo et al. (2009) mensuraram os
valores de anticorpos colostrais em bezerros contra o Clostridium chauvoei,
empregando-se duas vacinas clostridiais comerciais polivalentes. Vacinaram as
maes dois meses antes da paricdo com reforco 42 dias apds e os bezerros
foram monitorados sorologicamente aos 7, 45 e 90 dias. A resposta sorolégica

passiva dos bezerros foi semelhante até os trés meses de idade. Roussel;
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Herdje, (1990) observaram que, quando o rebanho bovino é sistematicamente
vacinado, os anticorpos colostrais protegem os bezerros por até 3-4 meses
apo6s o nascimento, devendo entdo a primovacinagéo ser realizada apés este

periodo.
2.4.2 Papel da imunizagao ativa

A imunidade ativa, adquirida de forma artificial, a partir da vacinacéo,
induz a um periodo prolongado de prote¢cdo, sendo mais intensa, rapida e

duradoura a partir das revacinagdes (booster) (TIZARD, 2002).

A exposicao natural de pequenos ruminantes a toxina épsilon produzida
pelo Clostridium perfringens tipo D pode ndo estimular, de maneira geral, a
formacao de titulos séricos de antitoxina épsilon com magnitude suficiente para
promover a protecdo quando a enterotoxemia é desencadeada (GRINER,
1961). Blackwell et al. (1983) evidenciaram que em rebanhos ovinos nao
vacinados, até 54% dos animais apresentaram titulos séricos de antitoxina

épsilon.

Nesse sentido, o controle efetivo da enfermidade n&o pode ser realizado

sem a utilizacdo de medidas imunoprofilaticas (JANSEN, 1967).

Niveis séricos de 0,2 Ul de antitoxina épsilon/ml conferem protecéo
contra a enterotoxemia causada pelo C. perfringens tipo D experimentalmente
induzida em ovinos (JANSEN, 1960; FREICHS; GRAY, 1975; BLACKWELL et
al., 1991), enquanto que em caprinos o nivel sérico minimo de antitoxina/ml é
de 0,25 Ul (UZAL et al., 1998).

No pais, tem ocorrido um incremento na producéo de vacinas indicadas
para clostridioses. As normas para controle dessas vacinas sédo definidas na
legislacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL, 2007). Em relagdo ao C. perfringens tipo D é exigido que se
encontre, por meio da técnica de soroneutralizagdo em camundongo, valores
igauis ou superiores a 0,5 Ul/ml antitoxina épsilon (EUROPEAN
PHARMACORPEIA, 2005).
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Blackwell et al. (1991) e Rogers; Swecker (1997) relataram que a
qualidade das vacinas é extremamente variavel entre paises e entre os
laboratérios produtores, € nem sempre as vacinas sao corretamente
armazenadas, transportadas e administradas. Diversos estudos realizados no
mundo sobre a eficiéncia de toxoéides clostridiais demonstraram a baixa

antigenicidade dos produtos testados.

No Brasil, Lobato et al. (1998) ao avaliarem a eficiéncia de toxdides
botulinicos dos tipos C e D comercializados no Pais, verificaram que nenhum
produto foi capaz de induzir a produgdo de anticorpos neutralizantes
especificos suficientes para atender os requisitos minimos exigidos no teste de
poténcia. Azevedo et al. (1998) testaram a poténcia de seis vacinas clostridiais
polivalentes que continham em sua composi¢ao toxoides contra C. perfringens
tipos C e D, e demonstraram um baixo poder imunogénico dos produtos
nacionais disponiveis no mercado. Em 2000, Lobato et al. avaliaram seis
vacinas comerciais contra C. perfringens tipos C e D e um toxdéide bivalente
padrao, constataram que somente duas vacinas comerciais e o toxdide padréo
atenderam os requisitos exigidos pelo teste de poténcia em coelhos e
induziram producdo de anticorpos neutralizantes nos bovinos vacinados.
Balsamao et al. (2000), ao avaliarem 11 vacinas clostridicas polivalentes
comerciais € uma bacterina-tox6ide padréao contra C. sordellii, verificaram que
apenas o padrao e mais trés vacinas comerciais atenderam os requisitos do
teste de poténcia. Veschi et al. (2005) avaliaram a resposta sorolégica de seis
vacinas comerciais contra a enterotoxemia causada pela ag&o da toxina épsilon
em caprinos. A porcentagem de animais considerados protegidos variou, sendo
que uma das vacinas comerciais ndo protegeu nenhum dos caprinos e as

demais protegeram de 40 a 66% dos animais.

Ovinos sao protegidos contra a enterotoxemia quando vacinas de alto
poder imunogénico e adequados protocolos de vacinagdo s&o utilizados
(JANSEN, 1960) e permanecem protegidos por longo periodo quando
administra-se dose de reforgo, de 28 a 42 dias apds a primovacinagao (UZAL
et al., 1998).



33

Veschi et al. (2006) avaliaram a resposta imune de caprinos que
receberam uma ou duas doses de vacina contra a enterotoxemia e
demonstraram a importancia da dose de reforco no aumento e na manutencao

do nivel de anticorpos antitoxina épsilon.

Ovinos e bovinos foram utilizados por Kennedy et al. (1997) para avaliar
a resposta de vacina combinada de C. perfringens tipos C e D. Um aumento no
titulo de anticorpos foi observado duas semanas apds a administracdo da
segunda dose, realizada duas semanas apds a primovacinag¢ao, confirmando
assim os relatos de que os antigenos clostridiais podem induzir a protecao de
anticorpos em quantidades superiores quando se utilizam duas doses iniciais

com intervalos de duas a seis semanas entre elas.

Kerry e Graig (1979) avaliaram sorologicamente duas vacinas
comerciais em condigdes de campo e observaram diferencas na resposta
imune dos ovinos, na dependéncia do esquema de imunizag&o utilizado. A
vacina formulada com oito componentes, e recomendada pelo fabricante na
dose de 5,0 ml para a primovacinagdo e 2,0 ml para a dose de reforgo,
apresentou resultados superiores aos da vacina contendo sete antigenos e

indicada numa unica dose.

Para Uzal et al. (1997), esta evidente a necessidade de outras pesquisas
para o desenvolvimento de vacinas de poder imunogénico satisfatério, bem
como de estratégias de imunoprofilaxia adequadas para o controle da
enfermidade, principalmente nos ovinos, em que perdas ocorrem devido a

vacinas ineficientes e protocolos de imunizagéo incorretos.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar quatro protocolos distintos de primovacinagdo em
cordeiros contra a enterotoxemia causada pela toxina épsilon do Clostridium
perfringens tipo D. Vinte e quatro cordeiros, filhos de ovelhas prenhes
vacinadas no ultimo més de gestacdo, foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos de acordo com o protocolo de primovacinagdo adotado. Para
comparacao entre os protocolos, segundo o momento de avaliagdo, foi
realizada analise de variancia nédo-parameétrica complementada pelo teste de
comparag¢des multiplas de Dunn. Trinta dias apds o reforgo vacinal a mediana
da resposta soroldgica conferida pelos protocolos de primovacinagdo aos 7
dias de idade (0,324), diferiu-se significativamente (p<0,05) dos demais
protocolos de primovacinagéo aos 15 dias de idade (0,739), 30 dias de idade
(0,652) e 45 dias de idade (0,662). Concluiu-se que, nas condigdes do presente
estudo, a antecipacdo da primovacinagdo nos cordeiros ndo comprometeu a
imunidade protetora conferida pela vacina, ou seja, em todos os quatro
protocolos avaliados o titulo minimo protetor de 0,2 Ul/ml foi alcangado e

mantido.

Palavras-chave: enterotoxemia, cordeiros, protocolos, vacinagao
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ABSTRACT

The objective was to evaluate four different protocols for primary
vaccination in lambs against enterotoxemia caused by epsilon toxin of
Clostridium perfringens type D. Twenty-four lambs, sons of pregnant ewes
vaccinated in the last month of gestation, were randomly divided into four
groups according to the primary vaccination protocol adopted. For comparison
between the protocols, according to the time of evaluation, analysis of variance
was performed nonparametric test complemented by the Dunn multiple
comparison. Thirty days after the booster vaccination the median antibody
response conferred by primary vaccination protocols to 7 days of age (0.324),
differed significantly (p <0.05) from other protocols for primary vaccination at 15
days of age (0.739) 30 days of age (0.652) and 45 days of age (0.662). It was
concluded that under the conditions of this study, the anticipation of the first
vaccination in the lambs did not compromise the protective immunity conferred
by the vaccine, or in all four protocols evaluated the minimum protection titer of

0.2 IU / ml was achieved and maintained.

Key-words: enterotoxemia, lambs, protocols, vaccination
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1.0 INTRODUGAO

Enterotoxemia é a enfermidade que causa grave perdas econdmicas nas

criacdes de pequenos ruminantes (UZAL et al., 1997a).

O tratamento na grande maioria dos casos € impraticavel, uma vez que
0 agente € ubiquitario do trato digestivo dos animais e do solo, e pela forma de
resisténcia na natureza por meio de esporos, a erradicagdo da enfermidade

torna-se praticamente impossivel (SONGER, 2010).

Desse modo, a vacinagéo é a principal medida profilatica adotada para
reduzir perdas ou minimizar a severidade da enterotoxemia nos ovinos
(FERNANDEZ-MIYKAWA et al., 2003).

A imunidade para a toxina épsilon (ETX), produzida pelo Clostridium
perfringens tipo D, nesses animais é conferida por anticorpos (BOARER et al.,
1988; PERCIVAL et al., 1990), e a concentracdo sérica de 0,2 Ul/ml de
antitoxina épsilon tem sido reportada por ser protetora nos ovinos
(BLACKWELL et al., 1991).

Embora no mercado veterinario possam ser encontradas diversas
vacinas contra toxina épsilon, ha uma escassez de estudos relacionados ao
teste de eficacia de tais vacinas a campo e acima de tudo nas espécies alvo

dessa importante clostridiose dos pequenos ruminantes.

Particularidades da espécie animal, os manejos nutricional, reprodutivo e
sanitario adotado em cada propriedade entre outros fatores, sdo pontos-chave
que os laboratérios produtores também deveriam levar em consideragcdo no

momento da indicagao de protocolos de primovacinacgao.

Logo, para a imunizagdo adequada dos animais contra enterotoxemia
causada pela ETX é de fundamental importancia conhecer a amplitude e
duracdo da resposta soroldégica desencadeada pela vacinacdo frente as

condigBes adversas em que as vacinas sao administradas no campo.
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2.0 OBJETIVO

Comparar a resposta sorolégica (anticorpos antitoxina épsilon) de
cordeiros induzida por vacina comercial contra enterotoxemia,
desencadeada pela toxina épsilon do Clostridium perfringens tipo D, em

quatro protocolos distintos de primovacinagao.
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3.0 HIPOTESE

A antecipagdo da primovacinagcdo dos cordeiros contra enterotoxemia

confere um titulo sérico considerado protetor.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1Local de realizagao do experimento e origem dos animais

A vacinacéao e as colheitas das amostras sanguineas dos animais foram
realizadas em uma propriedade rural particular da regiao sul do estado de Sao
Paulo, localizada no municipio de Itapetininga (latitude 23°35'30" sul e longitude
48°03'11" oeste).

A propriedade rural apresentava controle de escrituragdo zootécnica do
rebanho, o que possibilitou a execugdo do experimento. Nao houve alteragao
do manejo geral, reprodutivo e nutricional da propriedade.

As ovelhas prenhes escolhidas que compunham o Ilote do
experimentoeram das ragas Texel, lle de France e mesticas, sem histérico de
vacinagéo contra enterotoxemia nos ultimos 24 meses.

A utilizacdo dos animais nesta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia UNESP (Botucatu) sob o protocolo n® 57/2008.

4.1.1 Vacina comercial

A escolha da vacina polivalente, contendo na sua formulagcdo a
antitoxina épsilon produzida pelo Clostridium perfringens tipo D, escolhida foi a
mais utilizada pelos ovinocultores da regido sul e centro-sul do Estado de Sao
Paulo. Foi adquirida em um estabelecimento comercial de insumos
agropecuarios e, observou-se sistematicamente o prazo de validade e a
temperatura de conservacdo da mesma.

Para manter o sigilo comercial e ético do laboratério produtor, a vacina
utilizada foi identificada com a letra X. A sua composigdo assim como a
concentragédo de antitoxina épsilon presente na sua formulagéo estdo descritas

no quadro 2.
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Quadro 2: Composigdo da vacina polivalente contra clostridioses

adquirida no mercado e utilizada no experimento.

Concentragao de antitoxina
Vacina Composicao épsilon descrita pelo
fabricante

Clostridium chauvoei; Clostridium
septicum; Clostridium perfringens B,
X C e D; Clostridium novyi; 0,5 Ul/ml
Clostridium sordellii; Clostridium

tetani.

4.1.2 Protocolos vacinais e colheitas de amostras

sangiiineas

Foi realizada uma triagem prévia no rebanho da propriedade rural para
identificacdo de ovelhas prenhes (primiparas e/ou multiparas) e higidas que se
encontravam por volta do inicio do ultimo més de gestagdo. As ovelhas
escolhidas tiveram uma amostra de sangue colhida e, imediatamente apos a
colheita, receberam uma dose da vacina X, na dose de acordo com as

recomendacgdes do fabricante.

Apds a paricdo os cordeiros foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos de acordo com o protocolo vacinal administrado. Foi realizada uma
colheita de sangue imediatamente antes da primovacinagdo (com a mesma
vacina administrada na mée). Apdés 30 dias foi realizado o reforgo vacinal e
nova colheita de sangue e, uma ultima colheita de amostra sanglinea 60 dias

apoés a primovacinagao (Quadro 1).
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Quadro 3: Distribuicdo dos cordeiros nos protocolos de vacinagéo de

acordo com a idade a primovacinagéo.

To T1 T2
Protocolo N®animais | (igade em (idade em (idade em
dias) dias) dias)
7 6 7 37 67
15 6 15 45 75
30 6 30 60 90
45 6 45 75 105

TO: primovacinagéo dos cordeiros e colheita de amostra sangiinea.
T1: refrogo vacinal e colheita de amostra sangliinea 30 dias apds a primovacinagéo.
T2: colheita de amostra sangliinea 60 dias ap6s a primovacinacgao.
Protocolo 7: cordeiros primovacinados aos 7 dias de idade.
Protocolo 15: cordeiros primovacinados aos 15 dias de idade.
Protocolo 30: cordeiros primovacinados aos 30 dias de idade.
Protocolo 45: cordeiros primovacinados aos 45 dias de idade.

As colheitas de amostras sangliineas foram realizadas por puncéo da
veia jugular externa com utilizacdo de tubos estéreis sem anticoagulante e
agulhas 25X8mm (Vacuntainer®). As amostras foram transportadas até o
Laboratorio de Planejamento de Saude Animal e Veterinaria Preventiva da
FMVZ - UNESP - Botucatu/SP, onde permaneceram em repouso a
temperatura ambiente, até a completa retracédo do coagulo. Posteriormente as
amostras foram centrifugadas para a obtencdo do soro sangiineo, estes foram
aligiotados e mantidos a — 20°C, até sua utilizagdo no teste sorologico (ELISA-
[), realizado no Laboratério de Enfermidades Infecciosas dos Animais

Domésticos da FMVA — UNESP — Aracatuba/SP.
4.2 Deteccao e quantificagcdo de anticorpos antitoxina épsilon

As amostras de soro sanglineo dos cordeiros foram submetidas
individualmente e em duplicata a titulagdo de anticorpos antitoxina épsilon pela

técnica de ELISA-I, segundo a metodologia descrita por Uzal et al. (1997b).
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4.2.1 Antigeno

A prototoxina épsilon utilizada como antigeno no teste de ELISA-I, foi
gentilmente cedida pelo Laboratério de Enfermidades Infecciosas da FMVA-
UNESP Aragatuba/SP produzida por Veschi (2006b).

Para certificar a toxigenicidade da prototoxina épsilon, uma aliquota foi
ativada pela adigéo de solugao de tripsina na concentragéo de 0,05% (MIYATA
et al., 2001; UZAL et al., 1999). A mistura foi mantida em banho-maria a 37°C,
por 30 minutos, e diluida nas concentragcbes 1:10; 1:20; 1:40; 1:50; 1:100;
1:200; 1:400 e 1:800 em solugcédo peptonada 1%, para determinagcéo da DLsg
segundo Reed e Muench (1938). Para cada diluicdo, foram inoculados dois
camundongos (Balb — c¢) pesando entre 17 e 20 g com 0,5 ml por via
endovenosa (veia da cauda) e observados por 72 horas. Como controle do
teste, dois camundongos foram inoculados nas mesmas condi¢gdes com o

concentrado sem a adig¢ao da tripsina.

Associada a avaliacao da toxigenicidade da prototoxina foi realizada a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) para caracterizagéo da
fracdo protéica. Adicionou-se na proporgcéo 1:1 toxina e tampao de amostra
(0,2 M Tris-HCI, pH 6,8, 2,5% SDS, 10% B — mercaptoetanol, 20% glicerol,
0,013% azul bromofenol), ferveu-se por cinco minutos previamente a

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS a 10% (P/V).
Concentragdes entre 10 e 5 pg/ml do antigeno foram testadas.
4.2.2 Amostras de soro padrao

Uma amostra de soro controle negativo utilizado na padronizagcéo e
posteriormente como controle negativo no teste de ELISA-I foi obtida de
cordeiros recém-nascidos privados de colostro ao nascimento. A amostra de
soro controle positivo utilizada foi obtida de soro ovino hiperimune liofilizado
contendo 180 Ul/ml de antitoxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D,
gentilmente cedido pelo Laboratério de Produgao de Materiais de Referéncia -
Laboratério Nacional Agropecuario — LANAGRO/MG do municipio de Pedro
Leopoldo (Oficio n% 48/10 — PMR).
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4.2.3 Técnica de ELISA-I

Um volume de 100 pl de solugéo de antigeno (toxina) diluida em tampéo
carbonato-bicarbonato (TCB) 0,06M (pH 9,6) na concentragcéo de 10 ug/ml, foi
adicionada em cada poco de placas de microtitulacdo (NUNC® Maxisorp-

Demarck). As placas permaneceram overnight a 4°C em camara umida.

Entre as etapas as placas foram lavadas, por quatro vezes, com tampéo
fosfato salino (0,01 M) acrescido de 0,05% (v/v)Tween-20®, pH 7,4 (PBST), em

lavadora de placas automatica Multiskan Wash®.

Cada orificio foi bloqueado com 200 ul de tamp&o bloqueio (tampéao
carbonato-bicarbonato acrescido de 5% de leite em p6 desnatado TCB + LPD
5%), visando evitar reagdes inespecificas. A placa foi incubada a 37°C durante

60 minutos.

As amostras de soro controle positivo e negativo e as amostras testes
foram diluidas em PBS-T 0,05% na proporg¢édo 1/200 e adicionados no volume
de 100 ul por orificio. Seis orificios da placa ndo receberam soro, sendo que
dois orificios receberam somente tampao, e foram utilizados como controle da
placa (branco), outros dois foram o controle do bloqueio utilizado, e dois
orificios como controle do conjugado. As placas foram incubadas a 37°C, por

60 minutos.

Posteriormente, adicionaram-se 100 pl/orificio do  conjugado
imunoenzimatico comercial (Sigma® A-3415) correspondente a soro de muar
produzido contra IgG ovina, conjugado com peroxidase previamente diluido a
1/8000 em PBS-T 0,05% e incubou-se a 37°C, por 60 minutos.

A seguir adicionaram-se 100 pl/orificio de substrato 2,2’-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic  acid) (Sigma®A3219), sendo a reagao
interrompida ap6s dez minutos com lauryl sulfate sodium dodecyl sulfate,
98,5% GC (Sigma® L-3771) a 1% (100 pl/orificio) e avaliada em densidade
optica (D.O.) em leitora de microplacas de ELISA (Labsystem Multiskan
MCC/330%) com filtro de 405 nm.
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Para interpretagcédo do teste foi utilizada a seguinte formula: A/P = (XA —
XN) / XP — XN; onde, A/P & o valor final em absorbancia da amostra teste, XA é
a média da densidade Optica (D.O) do soro teste e XN e XP séao,
respectivamente, as médias das D.Os dos soros controles negativos e

positivos.

A conversao dos valores de absorbancia em D.O para Ul/ml foram
calculados a partir da curva de regressao construida com os resultados do
teste de ELISA de cinco diluicdes do soro controle positivo com Ul/ml
previamente conhecida (180 Ul/ml). Animais com titulos de anticorpos iguais
ou superiores a 0,2 Ul/ml foram considerados protegidos (Blackwell et al.,
1991).

4.2.4 Analise estatistica

No presente estudo utilizou-se a técnica de analise de variancia nao-
paramétrica para o esquema de dois fatores (vacina e protocolo) no modelo de
medidas repetidas complementadas com o teste de Dunn, considerando o nivel

de 5% de significancia.
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5.0 RESULTADOS

A diluicdo minima da toxina épsilon ativada inoculada intravenosa em
camundongos suficiente para provocar 6bito desses animais foi de 1:200.
Identificou-se, no gel de eletroforese, uma banda de peso molecular
aproximado de 32 kDa compativel com o peso molecular da toxina épsilon. E a
concentracdo de 10 pg/ml da toxina, utilizada como antigeno, foi a que
apresentou melhor diferenciacdo, entre as diferentes concentragbes de
antitoxina épsilon, amostra de soro controle positivo (180 Ul/ml) e amostra de

soro controle negativo.

Os valores da resposta humoral (anticorpos antitoxina épsilon Ul/ml) de
cordeiros submetidos a quatro protocolos distintos de primovacinagcédo com a
vacina comercial polivalente, avaliada pela técnica de ELISA-I em diferentes

momentos estao descritos na tabela 1 e ilustrado na figura 1.

Comparando-se os protocolos de primovacinagéo aos 7 ; 15; 30 e 45
dias de idade, fixando-se a vacina administrada nos cordeiros, encontrou-se
0s seguintes resultados: no momento da primovacinagao (T0) somente o
protocolo de 30 dias se diferiu dos demais protocolos de 7; 15 e 45 dias; no
momento do reforgo vacinal (T1) ndo houve diferenga significativa entre os
protocolos e trinta dias ap6s o reforgo vacinal (T2) somente o protocolo de 7

dias se diferiu dos demais (p<0,05).
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Tabela 1: Mediana e valores minimo e maximo da resposta humoral dos
cordeiros submetidos a diferentes protocolos de primovacinacdo contra

enterotoxemia com vacina comercial polivalente. Botucatu-SP / 2010.

Protocolo Momentos de avaliagao
Vacina (idade em dias na Primovacinagao Reforgo vacinal Pés-reforco
primovacinagao) (TO) (T1) vacinal
(T2)
7 0,369 0,127 "¢ 0,324
(0,028; 0,888) (0,051; 0,643) (0,180; 0,545)
15 0,348 "¢ 0,332"¢ 0,739 °°
N (0,069; 0,578) (0,218; 0,468) (0,554; 0,818)
30 0,739 0,456 "¢ 0,652 "¢
(0,554; 0,818) (0,228; 0,706) (0,410; 0,936)
45 0,494 "® 0,277 "¢ 0,662 P
(0,092; 0,838) (0,214; 0,471) (0,575; 0,842)
Comparacao de protocolos fixados a vacina e momento de avaliagéo
Comparagao de momentos fixados a vacina e protocolo.
Protocolo 7: primovacinagéo aos 7 dias de idade Primovacinagao: de acordo com o protocolo
Protocolo 15: primovacinagao aos 15 dias de idade Reforco vacinal: 30 dias ap6s a primovacinagéo
Protocolo 30: primovacinagéo aos 30 dias idade Pés-reforco: 30 dias ap6és o reforgo vacinal
Protocolo 45: primovacinagao aos 45 dias de idade
0,8 -
E B Protocolo 7 dias de idade
g B Protocolo 15 dias de idade
% & Protocolo 30 dias de idade
§ B Protocolo 45 dias de idade

B Cordeiros ndo vacinados

s 0,2 Ul/ml: titulo minimo
0 L T SR NR” considerado protetor

Primovacinagdo Reforgo vacinal Pés-reforgo
vacinal

Figura 1: Resposta humoral (anticorpos antitoxina épsilon) dos cordeiros submetidos a

diferentes protocolos de primovacinagdo com a mesma vacina comercial contra enterotoxemia.
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6.0DISCUSSAO

As variagdes iniciais nos titulos de anticorpos séricos antitoxina épsilon
devem-se provavelmente a idade dos animais, uma vez que a primovacinagao
dos cordeiros em um dos protocolos iniciou-se aos sete dias de idade,
enquanto nos demais, aos 15, 30 e 45 dias de vida (Tabela 1 e Figura 1).
Sabe-se que o0s animais aos sete dias de idade ndao apresentam o sistema
imunolégico completamente desenvolvido, portanto ndo tém a plenitude da
resposta imunolégica (TIZARD, 1992). No entanto, diversos ovinocultores do
Estado de Sdo Paulo e Minas Gerais adotam protocolos de primovacinagao
aos sete dias de idade, com dose de reforgo vacinal 30 dias apds, e néo

relatam apresentar problemas com enterotoxemia em seus rebanhos.

Apesar de fatores associados as falhas de imunidade apds a vacinagéo,
decorrente da incapacidade de formagéo de anticorpos no caso de alguns
animais jovens (TIZARD, 1992; LEITE, 1996), o que néao foi evidenciado nas
condi¢cdes do presente estudo. Cordeiros com sete ou quinze dias de idade,
ap6s o reforgo vacinal, foram imunologicamente competentes apresentando

titulo sérico considerado protetor para a enterotoxemia.

A escolha de estratégias adequadas de imunoprofilaxia contra a

enterotoxemia ja foi sugerida por Uzal et al. (1997a).

Diante da escassez de relatos na literatura que confrontassem
protocolos de primovacinag¢ao para o controle da enfermidade, principalmente
nos ovinos, em que perdas ocorrem devido a utilizagdo vacinas ineficientes e

protocolos de imunizagéao incorretos.

Com tais achados permite-se inferir que pode haver, por parte dos
médicos veterinarios no momento da elaborac&o de calendarios zoossanitarios
de programas de planejamento de saude de criacbes de ovinos, certa
maleabilidade e otimizacdo do manejo dos cordeiros jovens, concentrando
realizagédo de atividades sem que haja risco ou duvidas do efeito protetor que a

vacina ira desencadear.
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7.0 CONCLUSAO

Os resultados da resposta humoral observados em cordeiros vacinados
com vacina comercial contra a toxina épsilon, avaliada pelo teste de ELISA-I,

permitiram concluir que:

v Independente do protocolo de primovacinagcdo adotado, todos
conferiram titulo considerado protetor aos cordeiros apds o

reforgo vacinal;

v O reforgo vacinal conferiu aumento significativo na concentragao
de anticorpos antitoxina épsilon em todos os protocolos de

primovacinagao testados.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o titulo protetor sérico de cinco vacinas comerciais
contra enterotoxemia causada pela toxina épsilon do Clostridium perfringens
tipo D em cordeiros primovacinados. Cinqlenta e nove cordeiros, filhos de
ovelhas vacinadas no ultimo més de gestagao, foram divididos aleatoriamente
em cinco grupos de acordo com a vacina e protocolo de primovacinacao
adotado. Para comparacéo entre as vacinas administradas e os protocolos
adotados, segundo o momento de avaliagéo, foi realizada analise de variancia
nao-paramétrica complementada pelo teste de comparagbes multiplas de
Dunn. Todas as cinco vacinas comerciais testadas tanto no protocolo de
primovacinacdo aos 30 dias quanto aos 45 dias de idade dos cordeiros
confeririam titulos séricos considerados protetores (= 0,2 Ul/ml). Observou-se
diferenca significativa (p<0,05) na concentragéo sérica de anticorpos antitoxina

épsilon em duas das cinco vacinas avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: enterotoxemia, vacina, cordeiros
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the protective titer serum from five
commercial vaccines against enterotoxemia caused by Clostridium perfringens
epsilon toxin of type D in sheep primed. Fifty-nine lambs, sons the ewes
vaccinated in the last month of gestation, were randomly divided into five
groups according to the vaccination and primary vaccination protocol adopted.
For comparison between the vaccines administered and the protocols used,
according to the time of evaluation, analysis of variance was performed
nonparametric test complemented by the Dunn multiple comparison. All five
commercial vaccines tested in both the protocol as primary vaccination to 30
days to 45 days old lambs confer serum titers considered protective (= 0.2 IU /
ml). We observed a significant difference (p < 0.05) in serum concentrations of

epsilon antitoxin antibodies in two of the five vaccines evaluated.

Key words: enterotoxemia, lambs, vaccines, vaccination
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1.0INTRODUCAO

A toxina épsilon produzida pelo Clostridium perfringens tipo D € a causa
mais comum de quadros de enterotoxemia em ovinos e caprinos de todo o
mundo, e geralmente os animais mais jovens e em boas condigdes nutricionais
sdo os mais acometidos (JANSEN, 1967; BLACKWELL et al., 1983; FLEMING,
1985; FINNIE, 2003).

O tratamento na grande maioria dos casos € impraticavel, uma vez que
0 agente é ubiquitario do trato digestivo dos animais e do solo, e pela forma de
resisténcia na natureza por meio de esporos, a erradicacdo da enfermidade

torna-se praticamente impossivel (SONGER, 2010).

Desse modo, a vacinagao € a principal medida profilatica adotada para
reduzir perdas ou minimizar a severidade da enterotoxemia nos ovinos
(FERNANDEZ-MIYKAWA et al., 2003).

A imunidade para a toxina épsilon (ETX), produzida pelo Clostridium
perfringens tipo D, nesses animais € conferida por anticorpos (BOARER et al.,
1988; PERCIVAL et al.,, 1990), e a concentragdo sérica de 0,2 Ul/ml de
antitoxina épsilon tem sido reportada por ser protetora nos ovinos
(BLACKWELL et al., 1991).

Embora no mercado veterinario possam ser encontradas diversas
vacinas contra toxina épsilon, ha uma escassez de estudos relacionados ao
teste de eficacia de tais vacinas a campo e acima de tudo nas espécies alvo

dessa importante clostridiose dos pequenos ruminantes.

Logo, para a imunizagcdo adequada dos animais contra enterotoxemia
causada pela ETX é de fundamental importancia conhecer a amplitude e
duracdo da resposta soroldégica desencadeada pela vacinacdo frente as

condigbes adversas em que as vacinas sao administradas no campo.
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2.0 OBJETIVO

Avaliar a resposta sorologica (anticorpos antitoxina épsilon)
conferida por cinco vacinas comerciais polivalentes contra clostridioses
submetidas a dois protocolos distintos de acordo com a idade a

primovacinagdo em cordeiros.
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3.0HIPOTESE

As vacinas comerciais contra enterotoxemia, provocada pela toxina
épsilon do Clostridium perfringens tipo D, disponiveis no Brasil induzem

satisfatoriamente a formacgéao de titulos de anticorpos considerado protetores.
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4.0MATERIAL E METODOS
4.1Local de realizagao do experimento e origem dos animais

A vacinacéao e as colheitas das amostras sanguineas dos animais foram
realizadas em uma propriedade rural particular da regiao sul do estado de Sao
Paulo, localizada nos municipios de Itapetininga (latitude 23°35'30" sul e
longitude 48°03'11" oeste), Sado Miguel Arcanjo (latitude 23°52'42" sul e
longitude 47°59'50" oeste) e Sarapui (latitude 23°38'26" sul e longitude
47°49'29" oeste).

As propriedades rurais apresentavam controle de escrituragcao
zootécnica do rebanho, o que possibilitou a execugcdo do experimento. Nao
houve alteracdo do manejo geral, reprodutivo e nutricional das propriedades.

As 59 ovelhas prenhes escolhidas que compunham o lote do
experimentoeram das racgas Texel, lle de France e mesticas, sem histérico de
vacinacgao contra enterotoxemia nos ultimos 24 meses.

A utilizacdo dos animais nesta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia UNESP (Botucatu) sob o protocolo n® 57/2008.

4.1.1 Vacinas comerciais

A escolha das vacinas polivalentes, contendo na sua formulagéo a
antitoxina épsilon produzida pelo Clostridium perfringens tipo D, ocorreu a partir
daquelas mais utilizadas pelos ovinocultores da regido sul e centro-sul do Estado
de Sao Paulo. Foram adquiridas em dois estabelecimentos comerciais de
insumos agropecuarios e, observou-se sistematicamente o prazo de validade e a
temperatura de conservacdo da mesma.

Para manter o sigilo comercial e ético do laboratério produtor, as vacinas
utilizadas foram identificadas com as letras A, B, C, D e E. A composi¢ao assim
como a concentragdo de antitoxina épsilon presente nas formulagbes estédo

descritas no quadro 4.
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Quadro 4: Composi¢cdo das vacinas polivalentes contra clostridioses

adquirida no mercado e utilizadas no experimento.

Vacina

Composicao

Concentragao de antitoxina
épsilon descrita pelo

fabricante

Clostridium chauvoei; Clostridium
septicum; Clostridium. perfringens B,
C e D; Clostridium novyi; Clostridium

sordellii; Clostridium tetani.

0,5 Ul/ml

Clostridium chauvoei; Clostridium
botulinum C e D; Clostridium
septicum, Clostridium novyi,

Clostridium perfringens B, C e D;

Clostridium sordelli

0,5 Ul/ml

Clostridium perfringens A; B; C; D;
Clostridium chauvoei; Clostridium
novy; Clostridium septicum;
Clostridium tetani; Clostridium

sordelli; Clostridium haemolyticum.

0,5 Ul/ml

Clostridium chauvoei; Clostridium
septicum; Clostridium novyi;,

Clostridium perfringens A, B, C,D e E

0,5 Ul/ml

Clostridium chauvoei, Clostridium.
novyi, Clostridium sordellii,
Clostridium perfringens B, C, D;
Clostrium septicum, Clostridium

tetani: Clostridium botulinum C e D

0,5 Ul/ml
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4.1.2 Protocolos vacinais e colheitas de amostras

sangiiineas

Foi realizada uma triagem prévia no rebanho da propriedade rural para
identificacdo de ovelhas prenhes (primiparas e/ou multiparas) e higidas que se
encontravam por volta do inicio do ultimo més de gestacdo. As ovelhas
escolhidas tiveram uma amostra de sangue colhida e, imediatamente ap6s a
colheita, receberam uma dose da vacina A, B, C, D ou E, na dose de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

Apds a parigcdo os cordeiros foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos de acordo com a vacina e protocolo vacinal administrado
(primovacinagéo aos 30 ou 45 dias de idade). Foi realizada uma colheita de
sangue imediatamente antes da primovacinagdo (com a mesma vacina
administrada na mée). Apoés 30 dias foi realizado o reforgo vacinal e nova
colheita de sangue e, uma ultima colheita de amostra sangtiinea 60 dias apds a

primovacinag¢ao (Quadro 3).
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Quadro 5: Distribuicdo dos cordeiros, de acordo com a vacina

administrada e protocolo de vacinacgao.

Protocolos Vacina / n® To T T2
(idadeemdiasa | . . (idade em | (idade em | (idade em
primovacinag¢ao) dias) dias) dias)

A(n=7)
B(n=7)
30 C(n=15) 30 60 90
D(n=25)
E(n=4)
An=7)
B (n=28)
45 C(n=5) 45 75 105
D (n=6)
E (n=5)

TO: primovacinagéo dos cordeiros e colheita de amostra sangiiinea.
T1: refroco vacinal e colheita de amostra sangtiinea 30 dias ap6s a primovacinacao.
T2: colheita de amostra sangtinea 60 dias ap6s a primovacinagao.
Protocolo 30: cordeiros primovacinados aos 30 dias de idade.
Protocolo 45: cordeiros primovacinados aos 45 dias de idade.

As colheitas de amostras sanglineas foram realizadas por puncéo da
veia jugular externa com utilizacdo de tubos estéreis sem anticoagulante e
agulhas 25X8mm (Vacuntainer®). As amostras foram transportadas até o
Laboratério de Planejamento de Saude Animal e Veterinaria Preventiva da
FMVZ - UNESP - Botucatu/SP, onde permaneceram em repouso a
temperatura ambiente, até a completa retracdo do coagulo. Posteriormente as
amostras foram centrifugadas para a obtenc¢do do soro sangiineo, estes foram

aliquotados e mantidos a — 20°C, até sua utilizagéo no teste sorologico (ELISA-
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[), realizado no Laboratério de Enfermidades Infecciosas dos Animais
Domeésticos da FMVA — UNESP — Aracatuba/SP.

4.2Detecgao e quantificagao de anticorpos antitoxina épsilon

As amostras de soro sangliineo dos cordeiros foram submetidas
individualmente e em duplicata a titulacdo de anticorpos antitoxina épsilon pela

técnica de ELISA-I, segundo a metodologia descrita por Uzal et al. (1997b).
4.2.1 Antigeno

A prototoxina épsilon utilizada como antigeno no teste de ELISA-I, foi
gentilmente cedida pelo Laboratério de Enfermidades Infecciosas da FMVA-
UNESP Aragatuba/SP produzida por Veschi (2006b).

Para certificar a toxigenicidade da prototoxina épsilon, uma aliquota foi
ativada pela adicdo de solugao de tripsina na concentracao de 0,05% (MIYATA
et al., 2001; UZAL et al., 1999). A mistura foi mantida em banho-maria a 37°C,
por 30 minutos, e diluida nas concentragbes 1:10; 1:20; 1:40; 1:50; 1:100;
1:200; 1:400 e 1:800 em solugdo peptonada 1%, para determinagcédo da DLsg
segundo Reed e Muench (1938). Para cada diluicdo, foram inoculados dois
camundongos (Balb — c¢) pesando entre 17 e 20 g com 0,5 ml por via
endovenosa (veia da cauda) e observados por 72 horas. Como controle do
teste, dois camundongos foram inoculados nas mesmas condigdes com o

concentrado sem a adigdo da tripsina.

Associada a avaliagdo da toxigenicidade da prototoxina foi realizada a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) para caracterizagao da
fracdo protéica. Adicionou-se na proporgcéo 1:1 toxina e tampdo de amostra
(0,2 M Tris-HCI, pH 6,8, 2,5% SDS, 10% B — mercaptoetanol, 20% glicerol,
0,013% azul bromofenol), ferveu-se por cinco minutos previamente a

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS a 10% (P/V).

Concentragdes entre 10 e 5 yg/ml do antigeno foram testadas.
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4.2.2 Amostras de soro padrao

Uma amostra de soro controle negativo utilizado na padronizacdo e
posteriormente como controle negativo no teste de ELISA-I foi obtida de
cordeiros recém-nascidos privados de colostro ao nascimento. A amostra de
soro controle positivo utilizada foi obtida de soro ovino hiperimune liofilizado
contendo 180 Ul/ml de antitoxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D,
gentilmente cedido pelo Laboratério de Producado de Materiais de Referéncia -
Laboratorio Nacional Agropecuario — LANAGRO/MG do municipio de Pedro
Leopoldo (Oficio n®: 48/10 — PMR).

4.2.3 Técnica de ELISA-I

Um volume de 100 pl de solu¢do de antigeno (toxina) diluida em tampéo
carbonato-bicarbonato (TCB) 0,06M (pH 9,6) na concentracao de 10 ug/ml, foi
adicionada em cada poco de placas de microtitulacdo (NUNC® Maxisorp-

Demarck). As placas permaneceram overnight a 4°C em camara umida.

Entre as etapas as placas foram lavadas, por quatro vezes, com tampao
fosfato salino (0,01 M) acrescido de 0,05% (v/v)Tween-20°, pH 7,4 (PBST), em

lavadora de placas automatica Multiskan Wash®.

Cada orificio foi bloqueado com 200 ul de tamp&o bloqueio (tampéao
carbonato-bicarbonato acrescido de 5% de leite em pd desnatado TCB + LPD
5%), visando evitar reacdes inespecificas. A placa foi incubada a 37°C durante

60 minutos.

As amostras de soro controle positivo e negativo e as amostras testes
foram diluidas em PBS-T 0,05% na proporgéo 1/200 e adicionados no volume
de 100 ul por orificio. Seis orificios da placa ndo receberam soro, sendo que
dois orificios receberam somente tampao, e foram utilizados como controle da
placa (branco), outros dois foram o controle do bloqueio utilizado, e dois
orificios como controle do conjugado. As placas foram incubadas a 37°C, por

60 minutos.

Posteriormente, adicionaram-se 100 pl/orificio do conjugado

imunoenzimatico comercial (Sigma® A-3415) correspondente a soro de muar
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produzido contra IgG ovina, conjugado com peroxidase previamente diluido a
1/8000 em PBS-T 0,05% e incubou-se a 37°C, por 60 minutos.

A seguir adicionaram-se 100 pl/orificio de substrato 2,2’-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma®A3219), sendo a reacdo
interrompida ap6s dez minutos com lauryl sulfate sodium dodecyl! sulfate,
98,5% GC (Sigma® L-3771) a 1% (100 pl/orificio) e avaliada em densidade
optica (D.O.) em leitora de microplacas de ELISA (Labsystem Multiskan
MCC/330%) com filtro de 405 nm.

Para interpretacao do teste foi utilizada a seguinte formula: A/P = (XA —
XN) / XP — XN; onde, A/P & o valor final em absorbancia da amostra teste, XA é
a média da densidade Ooptica (D.O) do soro teste e XN e XP séao,
respectivamente, as médias das D.Os dos soros controles negativos e

positivos.

A conversao dos valores de absorbancia em D.O para Ul/ml foram
calculados a partir da curva de regressao construida com os resultados do
teste de ELISA de cinco diluicdes do soro controle positivo com Ul/ml
previamente conhecida (180 Ul/ml). Animais com titulos de anticorpos iguais
ou superiores a 0,2 Ul/ml foram considerados protegidos (Blackwell et al.,
1991).

4.2.4 Analise estatistica

No presente estudo utilizou-se a técnica de analise de variancia nao-
paramétrica para o esquema de dois fatores (vacina e protocolo) no modelo de
medidas repetidas complementadas com o teste de Dunn, considerando o nivel

de 5% de significancia.



76

5.0 RESULTADOS

A diluicdo minima da toxina épsilon ativada inoculada intravenosa em
camundongos suficiente para provocar 6bito desses animais foi de 1:200.
Identificou-se, no gel de eletroforese, uma banda de peso molecular
aproximado de 32 kDa compativel com o peso molecular da toxina épsilon. E a
concentracdo de 10 pg/ml da toxina, utilizada como antigeno, foi a que
apresentou melhor diferenciacdo, entre as diferentes concentragbes de
antitoxina épsilon, amostra de soro controle positivo (180 Ul/ml) e amostra de

soro controle negativo.

Os valores da resposta humoral (anticorpos antitoxina épsilon Ul/ml) de
cordeiros submetidos a quatro protocolos distintos de primovacinagdo com a
vacina comercial polivalente, avaliada pela técnica de ELISA-I em diferentes

momentos estao descritos na tabela 2 e ilustrado nas figuras 2 e 3.

Frente ao protocolo 3, as vacinas A e B nao apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) no momento TO, porém se diferiram das demais vacinas
C, D e E. Em T1, somente as vacinas B, D e E apresentaram comportamento
sem diferenga significativa, ja as vacinas C e A tiveram comportamento distinto
com diferenga significativa (p<0,05). E em T2, ndo encontrou-se diferenca
significativa entre as vacinas A e E, assim como entre B e D (p>0,05), apenas a

vacina C diferiu-se significativamente das demais.

No entanto, analisando o comportamento das vacinas submetidas ao
protocolo 4, houve mudangas nos resultados encontrados: em TO e T1 néo
houveram diferengas significativas entre as cinco vacinas estudadas, ja em T2,
as vacinas A e C comportaram-se de maneira semelhante entre si porém com

diferenca significativa (p<0,05) das demais vacinas B, D e E.

Quanto ao protocolo de vacinagéo, inicialmente (T0), para as vacinas A
e D houve diferenca significativa entre os protocolos 3 e 4, ja para as demais
vacinas essa diferenga ndo existiu, ou seja, as vacinas se comportaram de
forma semelhante tanto no protocolo de primovacinagdo aos 30 quanto aos de

45 dias. Exceto para a vacina C, onde a diferengca entre os protocolos se
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revelou a partir do momento T1 e T2, sendo que a média de anticorpos foi

significativamente maior no protocolo 3.
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1,1 Primovacinacdo aos 30 dias de idade
1
0,9
0,8
T:- M Vacina A
< .
o) M Vacina B
© .
E i Vacina C
b M Vacina D
M Vacina E
i Controle T
1 I
0 0,2 Ul/ml: titulo

minimo protetor

Primovacin. Booster Pés-booster

Periodo de colheita

Figura 2: Resposta humoral (anticorpos antitoxina épsilon) dos cordeiros
submetidos ao protocolo de primovacinagdo aos 30 dias de idade com

cinco vacinas comerciais polivalentes contra clostridioses.

0,7 7 Primovacinagdo aos 45 dias de idade
0,6 -
- 0,5 -
E H Vacina A
> i
=) 0.4 H Vacina B
% 0,3 - i Vacina C
‘0
S H VacinaD
M Vacina E
0,1 - M Controle T
0 titulo minimo
Primovacin. Booster Pdés-booster protetor

Periodo de colheita

Figura 3: Resposta humoral (anticorpos antitoxina épsilon) dos
cordeiros submetidos ao protocolo de primovacinagdo aos 45 dias de

idade com cinco vacinas comerciais polivalentes contra clostridioses.
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6.0 DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, as cinco
vacinas avaliadas conferiram titulos de anticorpos séricos considerados
protetores tanto nos protocolos de primovacinagédo aos 30 ou 45 dias de idade,
ou seja, apresentaram concentragdo sérica maior ou igual a 0,2 Ul/ml de
antitoxina épsilon circulante. Houve um destaque para a vacina C quando
submetida ao protocolo de 30 dias de idade e vacina A quando avaliada no
protocolo de 45 dias, que conferiram titulos mais elevados quando comparadas

com as demais vacinas avaliadas.

Tais resultados diferem daqueles obtidos por Lobato et al. (2000) e
Azevedo et al. (1998) que testaram a resposta de antitoxinas beta e épsilon de
C. perfringens induzida em coelhos e bovinos por vacinas comerciais no Brasil.
Eles observaram que somente a vacina importada, no estudo realizado por
Azevedo et al., e duas de seis vacinas testadas por Lobato et. al., induziram

respostas de anticorpos neutralizantes.

No presente estudo também ficou evidenciado o aumento na
concentracdo dos anticorpos especificos apds o reforco vacinal nas cinco
vacinas testadas, demonstrando a importéncia da dose de refor¢o no aumento

e na manutencao do nivel de anticorpos antitoxina épsilon.

Os resultados estao de acordo com os estudos de Sterne et al. (1964) e
Jansen (1967), que mostraram a importancia da vacinagao de refor¢co para
adequada imunidade. O mesmo achado ainda confirmam os resultados obtidos
por Veschi et al., (2006a) em caprinos e Lobato et al. (2000) e Kennedy et al.
(1977) em bovinos.

Apesar de Blackwell et al. (1991) e Rogers; Swecker (1997) relatarem
que a qualidade das vacinas é extremamente variavel entre paises e entre os
laboratérios produtores, e que nem sempre as vacinas sado corretamente
armazenadas, transportadas e administradas, no presente estudo tais eventos
nao foram evidenciados comprovando a eficacia das cinco vacinas submetidas

ao teste de campo.
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7.0 CONCLUSAO

Os resultados da resposta humoral observados em cordeiros
vacinados com vacinas comerciais contra a toxina épsilon, avaliada pelo

teste de ELISA-I, permitiram concluir que:

v' As cinco vacinas comerciais testadas, nas condi¢cées do
presente estudo, resultaram em titulo de anticorpos
antitoxina épsilon considerado protetor aos cordeiros.

v' Nao houve diferenca considerada significativa nos
protocolos de primovacinag¢ao aos 30 ou 45 dias de idade
para as cinco vacinas avaliadas.

v O reforgo vacinal conferiu aumento significativo na

concentracao de anticorpos antitoxina épsilon.
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Since the titers of the group of children of mothers were vaccinated
lambs was higher than 0.2 IU / mi, ie considered protective throughout the study

period under the conditions of this study.

INDEX TERMS: enterotoxaemia, vaccine, lambs, colostrum

RESUMO. - O objetivo do presente estudo foi quantificar e comparar a
concentracdo sérica de anticorpos antitoxina épsilon em ovelhas e seus
cordeiros em diferentes situagbes. Doze ovelhas foram divididas em dois
grupos, nao-vacinadas e vacinadas no ultimo més de gestagdo contra
enterotoxemia causada pela agéo da toxina épsilon do Clostridium perfringens
tipo D. Amostras sanguineas foram colhidas, tanto das ovelhas quanto de seus
respectivos cordeiros, imediatamente pos-parto, 30 e 60 dias apos. A
quantificacéo de anticorpos antitoxina épsilon, realizada pela técnica de ELISA-
I, revelou que houve diferenca significativa (p>0,05) na média da concentragéo
de anticorpos antitoxina épsilon dos cordeiros filhos de ovelhas vacinadas para
aqueles filhos de ovelhas nado-vacinadas. Sendo que, os titulos séricos do
grupo de cordeiros filhos de matrizes vacinadas foi superior a 0,2 Ul/ml, ou
seja, considerado protetor ao longo de todo periodo avaliado nas condi¢cdes do
presente estudo.

TERMOS DE INDEXACAO: enterotoxemia, vacina, cordeiros, colostro

INTRODUCAO

A toxina épsilon produzida pelo Clostridium perfringens tipo D é a causa
mais comum de quadros de enterotoxemia em ovinos e caprinos de todo o
mundo, e geralmente os animais mais jovens e em boas condigdes nutricionais
sdo os mais acometidos (Jansen, 1967; Blackwell et al. 1983; Fleming, 1985;
Finnie, 2003).

O tratamento na grande maioria dos casos € impraticavel, uma vez que
0 agente € ubiquitario do trato digestivo dos animais e do solo, e pela forma de
resisténcia na natureza por meio de esporos, a erradicagdo da enfermidade

torna-se praticamente impossivel (Songer, 2010).
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Desse modo, a vacinagao € a principal medida profilatica adotada para
reduzir perdas ou minimizar a severidade da enterotoxemia nos ovinos
(Fernandez-Miykawa et al. 2003). Apesar da passagem de anticorpos maternos
patbgeno-especifico durante a gestacdo ser considerada outra forma de
protecao para os recém-nascidos, nos ovinos a complexidade da placenta do
tipo sindesmocorial, constituida de cinco camadas de tecidos determina a
transferéncia de imunidade passiva pos-natal, sendo a ingestdo de colostro
essencial para a aquisicdo de anticorpos maternos (Brambell, 1958; Jeffcott,
1972; Campbel & Seigel, 1977).

A concentragdo sérica de 0,2 Ul/ml de antitoxina épsilon tem sido
reportada por ser protetora nos ovinos (Blackwell et al. 1991). Mesmo
produzida normalmente em pequena quantidade no intestino de animais, a
toxina épsilon, nessa condigdo, ndo acarreta nenhum efeito deletério e até
estimula a formacé&o de anticorpos especificos (Blackwell et al. 1983).
Entretanto, pode ndo estimular a formacéo de titulos séricos de antitoxina
épsilon com magnitude suficiente para promover a prote¢cdo contra os efeitos
da toxina liberada no trato intestinal quando a enterotoxemia é desencadeada
(Griner, 1961).

Logo, para a imunizagdo adequada dos animais contra enterotoxemia
causada pela ETX é de fundamental importadncia conhecer a amplitude e
duracgéo da resposta soroldgica desencadeada pela transferéncia de anticorpos
colostrais nos cordeiros frente as condi¢cdes adversas do manejo a campo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a concentracao de anticorpos
antitoxina épsilon de cordeiros ndo-vacinados imediatamente ap6s o
nascimento, aos trinta e sessenta dias de idade, filhos de ovelhas vacinadas e

nao-vacinadas.

MATERIAL E METODOS

Animais

Doze ovelhas higidas prenhes foram divididas em dois grupos,
vacinadas no ultimo més de gestacdo contra enterotoxemia e ndo vacinadas.
Colheu-se uma amostra de sangiliinea da veia jugular de todos os animais

trinta dias antes da paric¢ao.
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Imediatamente o parto colheu-se uma amostra sanglinea dos cordeiros,
antes que ingerissem o colostro, e das ovelhas. Novas colheitas foram
realizadas apdés 30 e 60 dias da pari¢ao.

A utilizacdo dos animais nesta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia UNESP (Botucatu) sob o protocolo n® 57/2008.

ELISA-I

Para quantificacdo dos anticorpos antitoxina épsilon foi escolhida a
técnica de ELISA-I segundo Uzal et al. (1997). A prototoxina épsilon utilizada
como antigeno no ELISA-I, foi gentiimente cedida pelo Laboratério de
Enfermidades Infecciosas da FMVA-UNESP Aracatuba/SP produzida por
Veschi (2006b). A avaliagdo de toxigenicidade da prototoxina épsilon foi
realizada de acordo com Sayeed et al. (2005), associada a eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS 12%) (Asubel et al. 1994). Concentragbes de 10 a 2,5

Mg/ml do antigeno foram testadas.

Um volume de 100 pl de solugdo de antigeno (toxina) diluida em tampéo
carbonato-bicarbonato (TCB) 0,06M (pH 9,6), foi adicionada em cada pocgo de
placas de microtitulagdo (NUNC® Maxisorp-Demarck). As placas
permaneceram overnight a 4°C em camara umida. Entre as etapas as placas
foram lavadas, por quatro vezes, com tampao fosfato salino (0,01 M) acrescido
de 0,05% (v/v)Tween-20%, pH 7,4 (PBST), em lavadora de placas automatica
Multiskan Wash®. O bloqueio foi realizado com 200 pl de tamp&o (tamp&o
carbonato-bicarbonato acrescido de 5% de leite em p6 desnatado TCB + LPD
5%), visando evitar reagdes inespecificas. Apos incubac¢ao durante 60 minutos
a 37°C, 100 pl de amostras de soro controle positivo (180 Ul/ml de anitoxina
épsilon) e negativo homélogos e as amostras testes diluidas em PBS-T 0,05%
na proporgédo 1/200 foram adicionadas em cada orificio. Seis orificios da placa
nao receberam soro, sendo que dois orificios receberam somente tampao, e
foram utilizados como controle da placa (branco), outros dois foram o controle
do bloqueio utilizado, e dois orificios como controle do conjugado. As placas
foram incubadas a 37°C, por 60 minutos. Posteriormente, adicionaram-se 100

ul/orificio do conjugado imunoenzimatico comercial (Sigma® A-3415)
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correspondente a soro de muar produzido contra IgG ovina, conjugado com
peroxidase previamente diluido a 1/8000 em PBS-T 0,05% e incubou-se a
37°C, por 60 minutos. A seguir adicionaram-se 100 pl/orificio de substrato 2,2’-
azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma®-A3219), sendo a
reacao interrompida apds dez minutos com lauryl sulfate sodium dodecyl
sulfate, 98,5% GC (Sigma® L-3771) a 1% (100 ul/orificio) e avaliada em
densidade optica (D.O.) em leitora de microplacas de ELISA (Labsystem
Multiskan MCC/330%) com filtro de 405 nm.

Para interpretacédo do teste foi utilizada a seguinte formula: A/P = (XA —
XN) / XP — XN; onde, A/P é o valor final em absorbancia da amostra teste, XA é
a média da densidade Optica (D.O) do soro teste e XN e XP séao,
respectivamente, as médias das D.Os dos soros controles negativos e

positivos.

A conversao dos valores de absorbancia em D.O para Ul/ml foram
calculados a partir da curva de regressao construida com os resultados do
teste de ELISA de cinco diluicdes do soro controle positivo com Ul/ml
previamente conhecida (180 Ul/ml). Animais com titulos de anticorpos iguais
ou superiores a 0,2 Ul/ml foram considerados protegidos (Blackwell et al.,
1991).

Analise estatistica

No presente estudo utilizou-se a técnica de analise de varidncia nao-
paramétrica para o esquema de dois fatores (vacina e protocolo) no modelo de
medidas repetidas complementadas com o teste de Dunn, considerando o nivel
de 5% de significancia.

RESULTADOS

A diluicdo minima da toxina épsilon ativada inoculada intravenosa em
camundongos suficiente para provocar 6bito desses animais foi de 1:200.
Identificou-se, no gel de eletroforese, uma banda de peso molecular

aproximado de 32 kDa compativel com o peso molecular da toxina épsilon. E a
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concentragdo de 10 pg/ml da toxina, utilizada como antigeno, foi a que
apresentou melhor diferenciacdo, entre as diferentes concentracdes de
antitoxina épsilon, amostra de soro controle positivo (180 Ul/ml) e amostra de
soro controle negativo.

A avaliagdo imediata apdés o parto da concentracdo de anticorpos
antitoxina épsilon apresentada pelo grupo de cordeiros filhos de maes
vacinadas e n&o vacinadas foi similar, ndo apresentando diferencga significativa
(p>0,05). Quando avaliados aos 30 e 60 dias de idade, a diferenca entre as
médias de anticorpos nesses animais passou a ser significativa (p<0,05), sendo
o titulo maior nos cordeiros filhos de méaes vacinadas. Quanto aos momentos
avaliados, nédo houve diferencga significativa na média de anticorpos antitoxina
épsilon do grupo de cordeiros filhos de ovelhas ndo-vacinadas, enquanto para
os outros cordeiros, houve diferenca significativa nos trés momentos avaliados

nas condi¢des do presente estudo (Tabela 3 e Figura 4).

DISCUSSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, cordeiros filhos de
ovelhas sem historico de vacinagdo no ultimo ano, apresentaram titulo sérico
de anticorpos antitoxina épsilon, porém nao era considerado protetor (<0,2
Ul/ml). Porém, quando avaliada a concentragdo desses anticorpos especificos
no grupo de cordeiros filhos de matrizes vacinadas cerca de 30 dias antes da
paricdo, o titulo encontrado foi considerado protetor ao longo do periodo
avaliado.

Tais resultados estdo de acordo com encontrados por De la Rosa et al.
(1997), em que os cordeiros filhos de mées vacinadas 30 dias antes do parto e
mantiveram ao longo de varias semanas. A importancia da oferta do colostro
aos ruminantes ja foi evidenciada nos bovinos, Troxel et al. (1997) e Araujo et
al. (2010) evidenciaram que a vacinagao de vacas prenhes pré-parto induz
resposta satisfatéria aos seus bezerros.

A concentragdo de anticorpos antitoxina épsilon encontrada nas ovelhas
sem histérico de vacinagao prévia e de seus cordeiros deve-se provavelmente
devido as caracteristicas ecologicas do C. perfringens, que € ubiquitario do
trato digestivo dos animais, e, a pequena producdo da toxina em doses

subletais pelo agente estimula a produg¢do de anticorpos especificos (Jansen,
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1967). Assim como Bullen (1954) demonstrou a existéncia de intoxicacao pela
toxina épsilon subclinica em ovinos, Blackwell et al. (1983) relatou que mais de
54% de ovinos provenientes de rebanho n&o vacinado apresentavam

concentragdo sérica de anticorpos antitoxina épsilon.

No entanto, essa concentragdo de anticorpos conferida em condicdes
naturais de exposi¢ao a toxina épsilon ndo estimula a indugao de titulos séricos
considerados suficientes para proteger ou amenizar os efeitos da
enterotoxemia quando desencadeada (Blackwell et al., 1983; Songer , 2010).
Nas condi¢cdes do presente estudo, apesar das ovelhas ndo vacinadas terem
apresentado titulo acima de 0,2 Ul/ml, este n&o foi suficiente para promover
protecdo aos seus cordeiros pela passagem de anticorpos especificos via
colostro, o que pode ser evidenciado no grupo de cordeiros filhos de ovelhas
vacinadas no ultimo més de gestacao reforcando a importancia da vacinagao
de ovelhas prenhes para garantir a transferéncia de anticorpos patégeno-

especifico aos seus cordeiros.

CONCLUSOES

Os resultados da resposta humoral observados em ovelhas
vacinadas e n&o-vacinadas e seus cordeiros avaliados pelo teste de

ELISA-I permitiram concluir que:

v" A vacinagdo de ovelhas prenhes trinta dias antes da paricdo
confere titulo de anticorpos séricos antitoxina épsilon
considerados protetores aos seus cordeiros ao longo do
periodo avaliado.

v' Cordeiros filhos de ovelhas ndo-vacinadas ndo apresentaram

titulo antitoxina épsilon sérico considerado protetor.
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Média da concentracdo de anticorpos antitoxina épsilon (Ul/ml)
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Figura 4: Média da concentragao de anticorpos antitoxina épsilon em ovelhas
vacinadas e nao vacinadas e seus respectivos cordeiros.
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