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“Tudo tem o seu tempo e

“Todas as coisas tém o seu tempo, e todas elas passam debaixo do céu segundo o tempo que
a cada um foi prescrito. H4 tempo de nascer, e tempo de morrer. Ha tempo de plantar, e tempo
de arrancar o que se plantou. H4 tempo de matar, e tempo de sarar. Ha tempo de destruir, &
tempo de edificar. H4 tempo de chorar, e tempo de rir. Ha tempo de espalhar pedras, e de as
ajuntar. H4 tempo de dar abragos e afastar deles. Ha tempo de adquirir, e tempo de perder. H&
tempo de guardar, e tempo de langar fora. H4 tempo de amor, e tempo de 6dio. Ha tempo de
guerra, e tempo de paz”

Eclesiastes 3, 1-8

“ Estou imbuido de duas profundas impressdes; a primeira, que a Ciéncia ndo conhece paises;
a segunda, que a Ciéncia é a mais alta personificagdo de uma nagdo. A Ciéncia ndo conhece
pais, porque o conhecimento pertence a humanidade, e ela é a tocha que ilumina o mundo. A

Ciéncia é a mais alta personificagdo de uma nag&o porque a primeira dentre as nagbes sera
aquela que levar mais longe os trabalhos do pensamento e da inteligéncia.” “ Tomem
interesse, eu lhes imploro, naquelas sagradas instituigdes que designamos sob 0 expressivo
nome de laboratérios. Pegam que elas sejam multiplicadas e adornadas; eles séo os templos
da riqueza e do futuro. La é que a humanidade cresce, torna-se mais forte e melhor. La ela
aprende a ler nos frabalhos da Natureza, simbolos do progresso e da harmonia universal,
enquanto que os trabalhos do ser humano séo freqlientemente aqueles do fanatismo e da
destruigdo.” “ Jovens, tenham fé nos métodos eficientes e seguros dos quais ainda néo
conhecemos todos os segredos. E, qualquer que seja vossa carreira, ndo vos deixeis
desancorajar pela tristeza de certas horas que passam sobre as nagdes. Vivam na paz serena
dos laboratérios e bibliotecas...”

(Pasteur)

...In: Pasteur e a Ciéncia Moderna — René Dubo

s

“Procedei varonilmente, e tende coragem; ndo temais nem vos atemorizeis a vista deles,
porque o Senhor teu Deus é ele mesmo o teu guia, e ndo te deixard, nem te desamparara”.

Deuteronémio 31,6
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RESUMO

Padronizou-se a técnica da imunohistoquimica empregando o complexo imunoenzimatico
streptavidina-biotina marcada (LSAB) para detectar Clostridium chauvoei e Clostridium
septicum e comparou-se a mesma com a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD), usando
diferentes tecidos de cobaios inoculados experimentalmente com Clostridium chauvoei,
Clostridium septicum, Clostridium sordellii, Clostridium novyi tipo A e Clostridium perfringens
tipo A. Secdes e impressdes de musculo do ponto de inoculacédo, coracédo, figado, baco e rim,
foram obtidas para a LSAB e IFD, respectivamente. Soro hiperimune anti-Clostridium chauvoei
e anti-Clostridium septicum foram produzidos em coelhos e purificados em coluna de DEAE-
celulose. Partes das imunoglobulinas foram conjugadas com isotiocianato de fluoresceina e o
restante foi utilizada na técnica de LSAB. Os conjugados anti-Clostridium chauvoei e anti-
Clostridium septicum apresentaram titulos de 256 e 512, respectivamente, enquanto o
anticorpo primario anti-Clostridium chauvoei e anti-Clostridium septicum foram padronizados na
diluicdo de 1:2000/15 minutos e 1:4000/40 minutos de incubacgéo, respectivamente. Nao foram
observadas reagdes cruzadas entre os anticorpos avaliados e nenhuma das outras espécies de
clostridios utilizadas. Clostridium chauvoei e Clostridium septicum foram detectados em todas
as secbes e impressdes de tecidos pelas técnicas de LSAB e IFD. A técnica de LSAB
desenvolvida neste estudo, mostrou-se eficiente para detectar Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum em tecidos de cobaios fixados pelo formol e incluidos em parafina, e
apresentou 100% de sensibilidade e especificidade em relacdo a IFD.

Palavras-chave: Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, imunofluorescéncia direta,
imunohistoguimica (LSAB)

ABSTRACT

Immunohistochemistry using the streptavidin biotin complex (LSAB) was standardized to detect
Clostridium chauvoei and Clostridium septicum in different tissues of guinea-pigs inoculated
experimentally with Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium sordelli,
Clostridium novyi type A and Clostridium perfringens type A. LSAB was compared to a
fluorescent antibody technique (FAT). Sections and impressions of muscle from the inoculation
point, heart, liver, spleen and kidney, were obtained for both LSAB and FAT analysis. Anti-
Clostridium chauvoei and anti-Clostridium septicum hyperimmune serum were produced in
rabbits and purified in a column of DEAE-cellulose. Aliquots of the immunoglobulins were
conjugated with fluorescein isothiocyanate and the remaining was used for LSAB. The anti-
Clostridium chauvoei and anti-Clostridium septicum conjugates had titles of 256 and 512,
respectively, while the primary antibodies anti-C. chauvoei and anti-C. sepficum were
standardized in the dilution of 1:2000 and 1:4000, respectively. Cross reactions were not
observed between the specific antibodies and none of the other species of Clostridium tested.
Clostridium chauvoei and Clostridium septicum were detected in all the sections and
impressions of tissues by both FAT and LSAB techniques. The LSAB technique developed in
this study was efficient for detection of Clostridium chauvoei and Clostridium septicum in
formalin-fixed, paraffin-embedded tissues of guinea-pigs, and had 100% sensibility and
specificity when compared to FAT.

Key words: Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, fluorescent antibody technique,
immunohistochemistry (LSAB)
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1. INTRODUGAO

O carbinculo sintomatico e a gangrena
gasosa sdo enfermidades resultantes da
multiplicacdo e producdo de toxinas por
bactérias do género Clostridium na
musculatura de bovinos, ovinos e caprinos
principalmente, com consegiiente lesao
local e toxemia. O carbunculo sintomatico €
causado principalmente pelo Clostridium
chauvoei, enquanto a gangrena gasosa, €
causada por Clostridium septicum, e em
menor freqiiéncia por Clostridium sordellii,
Clostridium perfringens tipo A e Clostridium
novyi tipo A. Varios fatores tais como
intervencdes cirurgicas. traumas, isquemias
vasculares, tumores e outras infecgbes
bacterianas aerdbias e/ou anaerdbias
podem desencadear estas infecgdes. Estes
fatores propiciam diminuicdo do oxigénio,
reduzindo o potencial de oxido-reducdo nos
tecidos, favorecendo a germinacdo dos
esporos ai localizados e a conseqiiente
producao de toxinas (Sterne & Batty, 1975).

Os prejuizos econémicos advindos destas
enfermidades sao dificeis de serem
avaliados em razédo da escassez de dados
disponiveis, entretanto, devido a alta
letalidade estima-se que estes sejam altos
(Baldassi et al., 1985). No Brasil, durante o
periodo de 1970-1979, em 2082 materiais
suspeitos enviados ao Instituto Biolégico de
Sao Paulo, foram encontrados 10,45% de
amostras  positivas para  Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum (Baldassi
et al., 1985). Em Minas Gerais, o carbtnculo
sintomatico e a gangrena gasosa atingiram
o maior indice de mortalidade entre as
doencas infecciosas de bovinos nos anos
de 1982 a 1986, o terceiro maior indice em
1987 e o segundo de 1988 a 1989 (Brasil,
1982-1989). No mesmo Estado, no periodo
de 1990 a abril de 1999, foram registrados
segundo o Servigco de Sanidade Animal do
Ministério da Agricultura e do
Abastecimento, 8098 focos de carbunculo
sintomatico e gangrena gasosa com 7623
obitos (Solange Olinda, comunicacao
pessoal)’.

' Servico de Sanidade Animal —SSA/DFA/MG
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Apesar do nimero de focos e de animais
afetados ser elevado, a maior parte do
diagnostico € baseado apenas em dados
clinicos e/ou lesdes de necropsia. O
isolamento  bacteriolégico  normalmente
requer procedimentos demorados,
dispendiosos e pessoal ftreinado. A
diferenciacao entre Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum € dificil devido a
similaridade dos caracteres morfologicos e
de reacdes bioquimicas. O diagndstico
baseado na inoculagdo de animais de
laboratério € por sua vez, inconclusivo
(Sterne, 1977; Levett, 1991). Outro fator
refere-se ao fato de Clostridium septicum
superar o crescimento de Clostridium
chauvoei em meio sodlido dificultando o
isolamento do mesmo (Kuhnert et al., 1997).
A imunofluorescéncia direta (IFD) como
metodo de diagnostico tem sido utilizada
mundialmente (Batty & Walker, 1963; Pinto
& Abreu, 1992) sendo considerada uma
prova segura e rapida para diferenciagao e
identificacao de Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum em impressoes de
tecidos. Entretanto, requer para sua
execucdo microscopio especial, anticorpos
marcados, material fresco ou especialmente
processado. Além disso, a decomposi¢do ou
contaminagcdo dos tecidos com outros
microorganismos dificulta o isolamento e até
mesmo a utilizacdo do teste de
imunofluorescéncia.

Uma alternativa para o diagnostico dessas
enfermidades é a utilizacao da
imunohistoquimica (IHQ), que ao combinar
técnicas  histologicas, imunoldgicas e
bioquimicas, permite localizar 0S
componentes tissulares definidos “in situ"
mediante o emprego de anticorpos
especificos e moléculas marcadoras
(Gimeno, 1995). Esta técnica tem sido
empregada na identificacdo de diferentes
microrganismos em esfregacos e cortes de
tecidos, apresentando vantagens em
relagdo aos métodos bacteriologicos e de
imunofluorescéncia, por permitir a utilizacao
de amostras fixadas em formol.




O objetivo deste trabalho foi padronizar o
teste imunohistoquimico empregando o
complexo imunoenzimatico streptavidina-
biotina marcada (LSAB) para deteccdo de
Clostridium chauvoei e Clostridium
septicum, bem como comparar 0 mesmo
com a técnica de IFD, usando diferentes
tecidos de cobaios infectados
experimentalmente com esses
microrganismos.

2. LITERATURA CONSULTADA

2.1. Consideragdes gerais sobre
Clostridium chauvoei e Clostridium
septicum

Clostridium chauvoeij

Clostridium chauvoei, descrito por Arloing,
Cornevin & Thomas em 1887 (Cato et al.,
1986) € um bacilo Gram positivo, anaerébio
estrito, movel, formador de esporos e
produtor das toxinas, alfa (hemolitica,
necrotizante e letal), beta (DNase), gama
(hialuronidase) e delta (hemolisina). A toxina
alfa, por sua acdo, & considerada a principal
toxina envolvida na patogenia do carbinculo
sintomatico e da gangrena gasosa. O
agente esta amplamente distribuido no solo
e trato intestinal de herbivoros (Gyles,
1993). A sobrevivéncia do microrganismo no
solo sob a forma de esporos é o fator mais
significante para a transmissio aos animais,
pois a ingestdo de pastos contaminados
com esporos se constitui na principal via de
transmissdo para os animais. O agente
causa doenga especifica (carbanculo
sintomatico) em bovinos, bem como
infecgbes de feridas em bovinos, ovinos,
suinos e ocasionalmente em eqiiinos
(Sterne, 1981). O carbunculo sintomatico é
o0 resultado da ativagdo de esporos latentes
de Clostridium chauvoei depositados no
musculo apés transporte na circulagdo a
partir do intestino, possivelmente veiculados
por macréfagos (Gyles, 1993). Bovinos
jovens, entre quatro meses e trés anos de
idade no mais alto patamar nutricional sio
0s mais susceptiveis. Traumas nas grandes
massas musculares desses animais criam
um ambiente de baixa tensdo de oxigénio
molecular e do potencial de 6xido-redugéo
local, propiciando a germinagdo dos

esporos e a
toxina (Sterne & Batty, 1975). A lesdo €
acompanhada por edema, hemorragia e
necrose miofibrilar exalando acentuado odor
rancoso. Clinicamente o animal apresenta
temperatura elevada, anorexia e depresséo,
quando o membro € atingido, manqueira é
observada. O local torna-se edematoso e a
palpacéo, é observada crepitacao
decorrente das bolhas de gas produzidas
pela multiplicagdo da bactéria (Hateway,
1990). A evolucio para morte ocorre em até
48 horas. Outra forma de carbunculo
sintomatico nao muito comumente
encontrada é o carbunculo sintomatico
visceral, afetando principalmente 0
miocardio; e tem sido descrita como causa
de morte subita em cordeiros (Glastonbury
et al., 1988) e em bovinos (Helman et al.,
1997).

Clostridium septicum

Clostridium septicum foi descrito por Macé

em 1889 (Cato et al, 1986). O
microrganismo  apresenta habitat e
morfologia semelhante a  Clostridium

chauvoei, e constitui uma importante causa
de infeccdo de feridas em bovinos. Ovinos,
suinos e egiiinos também podem ser
infectados, poréem mais raramente (Smith,
1984). A gangrena gasosa pode ser
causada pela acdo de uma ou mais das
seguintes toxinas produzidas pelo
microorganismo: alfa toxina, com a mesma
acado da alfa toxina produzida pelo
Clostridium chauvoei, porém sdo
antigénicamente diferentes (Ballard et al.,
1992), beta (dedxidoribunuclease), gama
(hemolisina) e delta (hialuronidase). Os
fatores predisponentes e 0
desencadeamento do processo patolégico
sd0 0s mesmos descritos para o carblnculo
sintomatico. A sintomatologia clinica inclui
febre, anorexia, taquicardia e depresséo,
mas ocorre toxemia que faz com que o
quadro evolua para a morte em algumas
horas ou dias. As lesdes sédo similares as da
manqueira; edema crepitante nos musculos
e tecidos subcutdneos que inicialmente é
quente e dolorido e com a evolugcdo da
doenca se torna frio e indolor. Além disso, é
comum a ocorréncia de hemorragia e
necrose (Hateway, 1990). Uma condicédo
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particular de ovinos e determinada por
Clostridium septicum, ¢ uma enfermidade
denominada “Braxy” (“Bradsot”). Tal afeccao
€ caracterizada por injurias da parede do
abomaso em decorréncia da ingestdao de
pastagens congeladas que favorecem a
infeccdo pelo Clostridium septicum e o
desencadeamento do processo (Jungherr &
Welch., 1927; Smith, 1984; Gyles., 1993). A
enfermidade em ovinos tem limitada
importancia econdémica devido a baixa
prevaléncia e restrita distribuicido geografica
(Eustis & Bergeland, 1981).

Em determinadas condi¢des, o isolamento
de Clostridium septicum em um tecido, ndo
necessariamente € uma evidéncia absoluta
que o microrganismo foi o causador da
infeccao. Clostridium  septicum  esta
presente no intestino da maioria dos
ruminantes, a partir do qual invade
rapidamente o restante da carcaca apos a
morte. Conseqientemente, ndo é incomum
recuperar Clostridium septicum de uma
variedade de tecidos tomados um ou mais
dias ap6s a morte dos animais, mesmo
quando € quase certo que Clostridium
septicum nao tenha sido o causador da
morte (Smith, 1984).

Em relacdo as medidas aplicadas para o
controle e profilaxia das enfermidades
causadas por Clostridium chauvoei e
Clostridium  septicum, verifica-se que
embora sejam sensiveis a penicilina e
antibiéticos de amplo espectro, estes sdo de
pouco ou nenhum valor para o tratamento
dessas enfermidades, pois em geral os
animais sao encontrados mortos ou em
estado agdnico. Portanto, as medidas gerais
se restringem a cuidados de manejo e na
administracao sistematica de imunogenos
(Lobato & Assis, 2000).

2.2 Aspectos filogenéticos do
Clostridium chauvoei e Clostridium
septicum

Desde os mais antigos até os recentes
trabalhos envolvendo Clostridium chauvoei
e Clostridium septicum mencionam que
estes agentes sdo dificeis de serem
distinguidos em razao da alta similaridade
existente entre eles. Este fator tem
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contribuido para a ocorréncia de reacdes
cruzadas em provas imunoldgicas (Pinto,
1992) e moleculares (Khunert et al., 1997),
tornando em geral necessaria, a adocao de
procedimentos que buscam a eliminacao de
tais reagdes como a adsorgao (Pinto, 1992)
e o emprego de enzimas de restricdo
(Khunert et al., 1997). Tal similaridade foi
bem determinada em um estudo molecular
filogenético desenvolvido por Khunert et al
(1996) baseado na seqiiéncia génica da
regido codificadora da sub-unidade 16S
rDNA. O estudo envolveu outros clostridios
além de Clostridium chauvoei e Clostridium
septicum e revelou que 99,3% da seqiiéncia
génica de Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum é idéntica.

2.3 Diagnostico pela imunofluorescéncia
direta

Batty & Walker (1963) utilizaram a técnica
de IFD para diferenciacdo de Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum.
Suspensbes bacterianas mortas foram
inoculadas por via endovenosa em coelhos
em oito doses intervaladas de trés dias. As
trés primeiras inoculagdes foram de 0,5, 1,0
e 1,5 mL e as cinco subseqiientes de 2,0
mL. A sangria final foi realizada sete dias
apés a dultima inoculagdo. Os titulos
aglutinantes foram da ordem de 1:320. A
conjugacao foi realizada com isotiocianato
de fluoresceina, apos precipitacdo das
globulinas com rivanol e sulfato de amdnio.
O excesso de fluoresceina foi removido
utilizando-se coluna de Sephadex e dialise a
4°C, por um periodo de dois a trés dias,
frente a 0,15M de tampéao fosfato pH 7.2. O
material examinado  constituiu-se  de
esfregacgos dos microorganismos,
impressdes e cortes congelados de
musculos de cobaios infectados. Os
conjugados nao apresentaram reacoes
cruzadas, corando por conseguinte apenas
as amostras homologas.

Danescu et al (1978) utilizaram a técnica de
IFD para identificagdo de espécies de
Clostridium. As concentragdes protéicas
encontradas, apos precipitacdo com sulfato
de amonio e didlise dos soros, foram de
1,08 a 1,74 g/100 mL. Para a conjugagao,
realizada por 18 a 20 horas a 4°C, foi




utilizado isotiocianato de fluoresceina na
concentracdo de 1:20 (50pg por mg de
proteina) e o fluorocromo ndo conjugado foi
retirado por filtragdo em gel com Sephadex
G-25. As laminas coradas demonstraram
resultados satisfatérios e especificos, néo
sendo observada  fluorescéncia em
esfregacos de cultura de Clostridium
chauvoei corados com conjugado de
Clostridium septicum.

Pinto & Abreu (1992), produziram e
avaliaram conjugados  anti-Clostridium
chauvoei e anti-Clostridium septicum para a
técnica de IFD. Os antigenos foram
inoculados por via intradérmica, tendo sido
feitas cinco inoculagdes intervaladas de sete
dias. Todas as inoculacdes com excecdo da
ultima foram feitas com adjuvante completo
de Freund. Os titulos aglutinantes foram da
ordem de 1:800. As imunoglobulinas foram
fracionadas por dois métodos: 1. com
sulfato de amdnio. 2. com acido caprilico e
sulfato de amoénio. As concentracbes
protéicas do soro imune anti-Clostridium
chauvoei apds precipitagdo com sulfato de
amonio e sulfato de aménio/acido caprilico
foram de 123 e 1,94 g/100mL
respectivamente, e para o soro anti-
Clostridium septicum de 1,48 e 1,76g/100
mL respectivamente. A conjugagio foi

S
9
Lt

realizada com 25 pg de isotiocianato de & ¢

fluoresceina por mg de proteina. Os
conjugados cujos soros foram precipitados
com sulfato de aménio apresentaram titulo
20. Aqueles obtidos a partir da precipitacdo
com sulfato de aménio/acido caprilico
apresentaram titulo 160. Em razéo da
ocorréncia de reagdes cruzadas, o0s
conjugados foram adsorvidos com
antigenos heterdlogos, e apos a realizacdo
deste  procedimento, os titulos dos
conjugados preparados a partir de soros
precipitados com acido caprilico foram de
40.

2.4. Consideragdes gerais sobre os
métodos imunohistoquimicos

A utilizacédo das técnicas de
imunoperoxidase teve inicio com a
aplicacdo do método direto. Posteriormente
foram desenvolvidas técnicas mais rapidas
e eficientes, como: método indireto; método
do anticorpo ponte; método da peroxidase-
anti-peroxidase (PAP); método da avidina-
biotina; método do complexo avidina-
biotina-peroxidase (ABC) (Fig.1); método do
complexo streptavidina-biotina marcada
(LSAB) e método do polimero marcado
(Gimeno, 1995).
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O meétodo da streptavidina-biotina marcada
(LSAB) possui uma grande vantagem em
relacdo aos que utilizam moléculas de
avidina. A avidina tem a tendéncia de unir-
se de forma inespecifica a membranas
celulares, acidos nucléicos e granulos de
mastocitos devido ao alto ponto isoelétrico.
Este inconveniente tem sido contornado
pela utilizacdo da streptavidina, uma
proteina do Streptomyces avidinii, que
possui afinidade pela biotina equivalente a
da avidina da clara do ovo e menor
tendéncia a unir-se a elementos celulares,
devido ao fato de ndo ser glicosada e
possuir ponto isoelétrico proximo do neutro.
Este método consiste na incubacao inicial
com o anticorpo primario, seguido do
anticorpo biotinilado e posteriormente por
uma solucao de streptavidina marcada com
peroxidase. E considerada 4 a 8 vezes mais
sensivel que a técnica ABC, sendo ainda
mais rapida, além de poder ser utilizada
indistintamente com soro monoclonal
primario de camundongo e policlonal de
coelho, ja que o anticorpo secundario € uma
mescla de [gG anti-camundongo e anti-
coelho (Haines & Clarck, 1991; Gimeno,
1995). O método LSAB soé é superado pelo
método do polimero marcado (Gimeno,
1995).

2.4.1. Diagnéstico pela
imunohistoquimica

Conesa et al., 1995 empregaram a técnica
de PAP para deteccdo de Clostridium
chauvoei em tecidos de ovinos fixados em
formol e incluidos em parafina. Soro
hiperimune foi produzido em coelhos
mediante inoculacdo dos animais por via
endovenosa; tendo sido feitas oito
inoculacées intervaladas de trés dias. As
quatro primeiras inoculagdes do antigeno
foram de 1, 2, 3 e 4 mL e as quatro
subseqientes de 5 mL. O soro hiperimune
ndo foi purificado. Cinco animais foram
inoculados por via intramuscular na coxa
direita com 5 mL de cultura pura de
Clostridium  chauvoei (ATCC  10092)
juntamente com 5 mL de solucio estéril de
cloreto de calcio (CaCl;) a 10% e outros
cinco animais utilizados como controle,
foram inoculados da mesma forma com
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apenas 5 mL de CaCl; 10%. Os animais
foram sacrificados 18 horas apoés a
inoculagdo quando ja apresentavam
sintomas clinicos. Amostras do tecido
subcutaneo, musculo do ponto de
inoculacdo, figado, baco e nrm foram
tomadas para bacteriologia anaerdbica e
coloracdo de Gram. Amostras dos mesmos
tecidos e uma amostra de miocardio, foram
fixadas em formol e incluidas em parafina. A
diluicdo de 1:400 e o tempo de incubagao
em overnight a 4°C, foram determinadas
como as melhores condicdes para o
emprego do soro anti-Clostridium chauvoei
na técnica de PAP. Apenas secgbes de
musculo do ponto de inoculagdo por serem
as inicas que apresentaram
consistentemente bastonetes por meio da
técnica de hematoxilina eosina (HE) foram
processadas pela técnica de PAP e todas
as amostras foram positivas pela técnica.

Vanelli & Uzal, 1996 empregaram a técnica
de PAP para detecgdo de Clostridium
septicum em tecidos de ovinos fixados em
formol e incluidos em parafina. Soro
hiperimune foi produzido em coelhos
mediante inoculagdo dos animais por via
endovenosa; tendo sido feitas oito
inoculagdes intervaladas de trés dias. As
quatro primeiras inoculagdes do antigeno
foram de 1, 2, 3 e 4 mL e as quatro
subseqilentes de 5 mL. O soro hiperimune
ndo foi purificado. Cinco animais foram
inoculados por via intramuscular na coxa
direita com 5 mL de cultura pura de
Clostridium  septicum  (ATCC 12464)
juntamente com 5 mL de solucéo estéril de
CaCl, a 10% e outros cinco animais
utilizados como controle, foram inoculados
da mesma forma com apenas 5 mL de
CaCl, 10%. Os animais foram sacrificados
18 horas apos a inoculagdo quando ja
apresentavam sintomas clinicos. Amostras
do musculo do ponto de inoculagdo foram
tomadas para bacteriologia anaerdbica,
coloracdo de Gram e processadas para a
técnica de PAP. A diluicdo de 1:1000 e o
tempo de incubacdo em overnight a 4°C,
foram determinadas como as melhores
condicbes para o emprego do soro anti-
Clostridium septicum na técnica de PAP.
Nestas condicdes, todas as cinco amostras




de musculo do ponto de inoculagido de
Clostridium septicum foram positivas pela
técnica.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério
de Anaerdbios da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-
UFMG), Laboratério de Histopatologia da
Escola de Veterinaria da UFMG, Laboratério
Regional de Apoio Animal do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento em Pedro
Leopoldo (LARA-PL) e Laboratério de
Patologia e Microbiologia do Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria em
San Carlos de Bariloche, Rio Negro,
Argentina (EEA-INTA/Bariloche).

3.1. Animais

Foram utilizados seis coelhos machos da
raca Nova Zelandia® pesando entre 2,5 e
3,0 Kg para producéo de soro hiperimune e
setenta cobaios da cepa English Short Ear’
de ambos os sexos pesando entre 350 a
500g para a inoculagdo experimental das
amostras de clostridios. Os coelhos foram
alojados em gaiolas suspensas e receberam
arracoamento apropiado diario e &agua foi
fornecida a vontade. Os cobaios foram
mantidos em cubas plasticas com piso
coberto com maravalha e também foi
ministrada racdo adequada e A&gua a
vontade.

3.2. Amostras de referéncia dos
clostridios

Para a inoculagdo em animais susceptiveis
e para producdo de soros hiperimunes,
foram utilizadas amostras da American Type
Culture Colection (ATCC)* de Clostridium
chauvoei (ATCC10092) e Clostridium
septicum (ATCC 12464).

Para verificacdo da especificidade foram
utilizadas as amostras de Clostridium

* Fazenda Experimental Hélio Barbosa da
EV/UFMG, Igarapé-MG

* Laboratério Regional de Apoio Animal -
LARA-PL

“ Rockvile, Maryland, USA
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chauvoei (ATCC10092) e
septicum (ATCC  12464), Clostridium
sordellii (ATCC-9714), Clostridium novyi tipo
A (ATCC-19402) e Clostridium perfringens
tipo A (ATCC-3624).

As amostras liofilizadas foram reconstituidas
com 1 mL de caldo tioglicolato’ e semeadas
em dois tubos de ensaio (16x160mm) com
tampa de rosca contendo 10 mL de meio
tioglicolato e em duas placas de agar
sangue. Os dois tubos e uma placa foram
incubados em anaerobiose a 37°C por 48
horas, e a outra placa foi deixada em
aerobiose. As amostras foram avaliadas
quanto a pureza pela coloracdo de Gram.
Para manutencdo, as amostras foram
subcultivadas em caldo tioglicolato e
posteriormente liofilizadas.

A patogenicidade das amostras foi
verificada pela inoculacédo intramuscular, em
cobaios, de 0,5 mL de cultura de cada
agente adicionada a 0,5 mL de solucio
estéril de CaCl, a 10%°, sendo utilizado dois
animais por amostra. Os animais foram
observados até o aparecimento dos
sintomas quando foram sacrificados e
necropsiados. Impressées de musculo e
figado foram coradas pela técnica de Gram
para confirmagdo da morfologia tipica das
amostras.

3.3. Inoculagdao em cobaios e coleta e
preparo das amostras de tecidos

Empregou-se 60 cobaios, divididos em seis
grupos de 10 animais. Os grupos de 1 a 5
foram inoculados da mesma forma descrita
anteriormente com culturas das amostras de
Clostridium chauvoei, Clostridium septicum,
Clostridium sordellii, Clostridium novyi tipo A
e Clostridium  perfringens tipo A,
respectivamente. O grupo 06 (controle), foi
inoculado pela mesma via com 1,0 mL de
solucdo estéril de CaCl; a 10% (Shapton &
Board, 1971). Os animais foram observados
até o aparecimento dos sintomas quando
foram sacrificados e necropsiados. De cada
um dos animais inoculados, foram coletados

> Dignolab, Barcelona, Espanha
= Reagen — Quimibras Indastrias Quimicas
S.A
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0s sequintes espécimes: musculo do ponto
de inoculagdo, miocardio, figado, baco e
rim. De cada espécime foram feitas quatro
impressdes, sendo duas fixadas com
acetona anidra (Pinto, 1992) para a técnica
de IFD, e duas fixadas pelo calor (Batty &
Walker, 1963) para avaliacdo da morfologia
pelo método de Gram num total de 600
laminas para cada técnica, sendo que 300
foram utilizadas para a leitura e 300
reservadas para eventuais repeticoes;
perfazendo 50 observacbes para cada
grupo inoculado. Fragmentos dos mesmos
tecidos de aproximadamente 0.5 x 1,5 x 1
cm de espessura, apos serem identificados
individualmente, foram fixados em formalina
neutra tamponada a 10%, pH 7.2-7.4
durante 24 horas, e em seguida
processados pelo método de inclusdo em
parafina, cortados a cinco micrémetros de
espessura (Luna, 1968); sendo 10 secdes
do musculo do ponto de inoculagédo e duas
dos demais espécimes clinicos num total de
1080 cortes para a padronizacio e
avaliacao da técnica de imunohistoquimica.

3.4. Producgdo de soro hiperimune anti-
Clostridium chauvoei e anti-Clostridium
septicum

As amostras bacterianas iniciaimente
cultivadas em caldo tioglicolato foram
repicadas em caldo “cook meat medium”
(CMM)” e incubadas a 37°C por 48horas.
Apos crescimento adeguado, verificado pela
producdo de gas, cada amostra foi repicada
em caldo “trypic soy broth® (TSB)® e
incubada a 37°C por 18 horas em
anaerobiose. Apos constatacdo de formas
vegetativas e pureza das amostras, as
culturas foram centrifugadas a 1000 x g, a
4°C, durante 30 minutos e o sobrenadante
descartado. Os precipitados foram lavados
cinco vezes em solucdo estéril de tampéao
fosfato (PBS) pH 7,2 com 0,5% de formoi e
ressuspendidos na mesma solucdo a uma
concentracdo equivalente ao tubo sete da
escala de Mac Farland (Bier, 1985), com
concentragdo aproximada de 2,1 x 10°
células/mL. As suspensdes foram mantidas
a 37°C por 24 horas. Apds controle de

¥ Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra
® Merck, Darmstadt, West Germany
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esterilidade em caldo cérebro-coracdo e
placas de agar sangue a 37°C por 48 horas
em anerobiose, parte das suspensfes
bacterianas foram emulsionadas com
adjuvante completo de Freund na proporcéao
de 1:1 para inoculagdo nos animais.
Suspensdes ndo emulsionadas foram
mantidas a 4°C para serem utilizadas como
antigeno na deteccdo de anticorpos (Pinto.
1992).

As emulsdes foram inoculadas em coelhos,
sendo utilizados trés animais por amostra. O
volume de antigeno inoculado por
animal/dia foi de 0.4 mL, sendo realizadas
quatro aplicagOes intradémicas de 0.1 mL
em quatro sitios diferentes no dorso dos
animais. Foram feitas aplicactes nos dias 0,
7, 14, 21, 28 e 42 num total de seis
aplicacgdes.

No dia 35 obteve-se uma amostra de
sangue dos coelhos por pungdo na veia
marginal da orelha para se determinar a
presenca de anticorpos anti-Clostridium
chauvoei e anti-Clostridium septicum pelo
meétodo de aglutinacdo em placa. Para o
teste foram misturados uma gota do
antigeno utilizado nos indculos com uma
gota de diluicGes crescentes do soro (entre
1/100 e 1/12800) sobre uma placa de vidro.
As leituras foram realizadas depois de
movimentos suaves de rotacdo por dois
minutos, considerando o resultado positivo
quando neste tempo obteve-se aglutinacao
macroscopica (Pinto,1992).

No dia 57, depois de realizar o mesmo
procedimento descrito no dia 35, realizou-se
sangria total dos animais por puncio
cardiaca. Apds coagulacdo a temperatura
ambiente por duas horas e retragcdao do
coagulo por 14-18 horas a 4°C, os soros
foram centrifugados a 1000 x g durante 15
minutos a temperatura ambiente e mantidos
a -20°C até seu uso.

3.5. Preparo dos conjugados para
imunofluorescéncia direta

As imunoglobulinas foram obtidas por
precipitacao dos soros imunes com solucao
saturada de sulfato de aménio (Goldman,
1968), didlise em tampao fosfato pH 7,2




(PBS) (Pinto & Abreu, 1992) e passagem
em coluna de DEAE/celulose com 4 cm de
diametro, equilibrada e eluida com Tris/HCL
pH 8,8. As dosagens prote|cas foram
realizadas em espectrofotdmetro® a 560 nm
de absorvancia pelo método do biureto e
comparadas a uma curva padrao de
soroalbumina bovina (BSA) na
concentragao de 10 mg/mL (Angeia M. J.
Ferreira, comunicacao pessoal)'".

Apés determinada a concentragao protéica,
parte das imunoglobulinas foram
conjugadas a temperatura de 4°C. O
restante de imunoglobulinas nao
conjugadas foi guardado a -20°C para
serem usadas como anticorpo primario na
técnica de imunohistoquimica. Para a
conjugacao, isotiocianato de fluoresceina
(FITC)'? na proporgao de 25ug para cada
mg de proteina (Wood et al.,, 1965) foi
colocado em um erlenmeyer. Ao mesmo foi
adicionado, gota a gota, 10% de tampao
carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,5. Apds
cinco minutos sob agitagdo com barra
magnética, adicionou-se cada um dos soros
a serem conjugados e deixou-se sob
agitagao por 18 horas.

Os conjugados foram passados em coluna
de Sephadex G-50" com 1 cm de diametro,
equilibrada e eluida com PBS pH 7,2 para
separacao das fragcdes nao conjugadas. As
fracbes obtidas dos conjugados foram
diluidas com gllcerol na proporgao de 1:1 e
mantidos a -20°C até seu uso (Pinto, 1992).

Os conjugados foram titulados em
esfregagos de cultivo de Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum, utilizando-
se diluicbes crescentes, entre 1:2 e
1:16384. Os conjugados foram diluidos com
solugaoc a 2% de Tween 80 em PBS pH 7,2.
Selecionou-se a maior diluicdo dos
conjugados que produziu fluorescéncia dos
microrganismos com minima coloragao de
fundo. A especificidade foi testada em

* Shimadzu corporation UV 160A
= ., Sigma, St. Louis, USA
' Laboratério Regional de Apoio Animal ~LARA-
PL
' Sigma, St. Louis, USA
" Sigma, St. Louis, USA

esfregacos de cultivo de Clostridium
chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium
sordellii, Clostridium novyi tipo A e
Clostridium perfringens tipo A. Na diluigao
de trabalho dos conjugados, repetiu-se por
20 vezes o0 procedimento utilizado para
avaliagdo com o intuito de certificar a
diluicao padronizada dos mesmos.

Apés fitulagao, corou-se as laminas
contendo as impressdes de tecidos dos
animais inoculados, para comparagao com a
técnica de imunohistoguimica.

Laminas contendo esfregacos de cultivos e
impressoes de tecidos secas a temperatura
ambiente por periodo de 30 minutos e
fixadas em acetona anidra a —18°C por 30
minutos, foram cobertas com as diluigdes
dos conjugados e incubadas em camara
umida a 37°C por 30 minutos. As laminas
foram lavadas rapidamente com PBS pH
7,2, imersas em PBS durante 15 minutos e
enxaguadas em agua destilada. A seguir,
foram contracoradas com solugao a 0,005%
de azul de Evans em PBS pH 7,2 por 10
minutos, enxaguadas por trés vezes em
PBS pH 7.2 e montadas com glicerol
ajustado ao pH 7,2 com PBS (Pinto, 1992).
Para visualizacao foi empregado
Microscopio Zeiss, binocular, “Standard
WL"" objetiva de imersdo 100X com
diafragma, ocular 10X, condensador de
campo escuro a 6leo, filtro excitador VG-2,
filtros de barreira 0/41 e iluminacaoc com
lampadas de mercurio HBD-200 Osram.

3.6. Processamento do material para a
técnica de imunohistoquimica

Os cortes dos tecidos obtidos foram
montados em laminas previamente tratadas
e incubadas em estufa a 56°C durante 15
minutos.

Apos lavagem com Aagua destilada, as
laminas foram imersas por 30 mmutos numa
solugao contendo 10 g de gelatina’ *e1gde
alumen crémio'® diluidos em 2000 mL de
adgua destilada. Apés o tratamento, as

1 CARL ZEISS, Companhia Otica e Mecanica
Oberkochen, Alemanha Ocidental

'* Difco Laboaratories

' Merck, Darmstadt, West Germany

21




laminas foram retiradas da dgua destilada e
secas ao ar a temperatura ambiente
(G.D.Cassali, comunicacao pessoal)'’.

Para a imunomarcagdao dos cortes
histolégicos, utilizou-se a técnica da
estreptavidina biotina marcada (LSAB)
conforme a metodologia descrita por Uzal
(1993). Laminas contendo segOes
histolégicas de animais inoculados com as
amostras dos clostridios e dos animais
controle foram tratadas com peroxido de
hidrogénio a 1% em PBS durante 20
minutos em cémara Umida a 37°C para
bloqueio da peroxidase enddgena e com
BSA a 2% em PBS durante 15 minutos em
cadmara Umida a 37°C para o blogueio de
aderéncias  inespecificas. Os cortes
histologicos foram cobertos com o anticorpo
primario (IgG de coelho anti-Clostridium
chauvoei e anti-Clostridium septicum) e
paralelamente com soro normal de coelho
em diferentes diluicdes e tempos de
incubacao, conforme explicitado nos itens
3.6.2 e 3.6.3. A seguir, foram cobertos com
soro secundario, anti-lgG de coelho e
camundongo'®, incubados em camara
Umida a 37°C por 30 minutos e
posteriormente com o] conjugado
estreptavidina peroxidase'® em camara
umida a 37°C por 30 minutos. As etapas
acima foram intercaladas com trés lavagens
em PBS de cinco minutos cada. Para
revelagao dos complexos imunes, foi
utilizado o cromogeno (3,3 tetrahidrocloreto
diaminobenzidina-DAB™), controlando o
tempo de imunomarcagdo ao microscopio
optico, o qual era de um a trés minutos. Os
cortes histolégicos foram finalmente
contracorados com hematoxilina de Harris
(Luna, 1968) por 20 segundos e
visualizados ao microscopio éptico.

3.6.1 Controle positivo
Para avaliagdo dos anticorpos primarios

anti-Clostridium chauvoei e anti-Clostridium
septicum foram empregados cortes do

I” Laboratério de Patologia Geral — ICB/UFMG

¥ Large Volume Dako LSAB 2 kit peroxidase
universal K675 Dako Corporation, Carpinteria,
CA 93013 USA

* Peroxidase substrate kit DAB SK-4100, Vector
Laboratories, Icc, Burlingame, CA 94010
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-positivas  para

musculo do ponto de inoculagdo de
Clostridium chauvoei, Clostridium septicum,
Clostridium sordellii, Clostridium novyi tipo A
e Clostridium  perfringens tipo A,
previamente certificados quanto a presenca
de bactérias pelas coloragdes de
hematoxilina-eosina e “Maccallum
goodpasture” (Luna, 1968).

3.6.2. Diluicao de trabalho do anticorpo
primario

Para determinar a sensibilidade dos
anticorpos primarios, cortes histolégicos
sabidamente positivos de Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum foram
processadas utilizando-se as seguintes
diluicbes dos anticorpos primarios anti-
Clostridium chauvoei e anti-Clostridium
septicum:  1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000,
1:4000, 1:8000 e 1:16000. Selecionou-se a
mais alta diluigdo que permitiu obter uma
melhor imunomarcagdo do antigeno com
coloragao de fundo inexpressiva. Uma vez
determinada a sensibilidade, os soros foram
testados na diluigao eleita em secoes
Clostridium  chauvoei,
Clostridium septicum, Clostridium sordellii,
Clostridium novyi tipo A e Clostridium
perfringens tipo A e em seg¢des do musculo
do ponto de inoculagao dos animais controle
para avaliagdo da especificidade.
Paralelamente, outras segdes provenientes
dos mesmos tecidos foram testadas da
mesma maneira com soro normal de coelho
obtido anteriormente & imunizagao destes
animais, como forma de controle dos
anticorpos primarios.

3.6.3. Avaliagdo do tempo de incubagao
dos cortes com o anticorpo primario.

Anticorpo primario anti- Clostridium chauvoei
e soro normal de coelho no lugar do
anticorpo primario, foram testados em 15
minutos, 30 minutos, 1 hora e 2 horas em
camara Umida a temperatura ambiente e por
12 horas em camara umida a 4°C. Anticorpo
primario anti-Clostridium septicum e soro
normal de coelho no lugar do anticorpo
primario, foram testados em 20 minutos, 40
minutos, 1 hora e 2 horas em camara umida
a temperatura ambiente e por 12 horas em
camara Umida a 4°C. Escolheu-se o tempo




de incubacao que proporcionou uma melhor
imunomarcacdo em secgOes positivas para
Clostridium chauvoei e Clostridium septicum
com coloracao de fundo inexpressiva.

3.7. Analise estatistica

Os resultados de comparagio das técnicas
de IFD e LSAB obtidos a partir dos
espécimes clinicos dos animais inoculados
com Clostridium chauvoei, Clostridium
septicum e dos animais controle foram
analisados pelo teste do 2 segundo
Sampaio (1998). Para cada técnica, foi lida
1 lamina/espécime clinico/animal inoculado,
totalizando 50 observacbes para cada um
de Clostridium  chauvoei,  Clostridium
septicum e os animais controle.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo das amostras, houve
crescimentoc  bacteriano  somente em
anaerobiose, bem como foram vistos ao
Gram apenas bastonetes Gram positivos,

confimando a pureza das amostras
utilizadas.

Todas as amostras inoculadas foram
patogénicas para 0S  animais. ®]

aparecimento de sintomas clinicos ocorreu
entre 18 e 36 horas apds a inoculacio. A
area ao redor do ponto de inoculagido
apresentou coloragdo violacea, bem como
estava tumefeita, quente e crepitante. A
necropsia, foram observados edema
muscular e subcutaneo intenso, coloragéo
vermelho-enegrecida e formacdo de bolhas
de gas entre as fibras musculares. Por meio
da coloracdo de Gram, observou-se
bastonetes Gram positivos nas impressdes
de musculo e figado obtidos dos cobaios
inoculados, confirnando a morfologia tipica
das amostras.

O periodo de crescimento das culturas de
18 horas também foi utilizado por Shirasaka
& Benno (1982), sendo um periodo maior
que os usados por Henderson (1934) e
Batty & Walker (1963). Pinto & Abreu
(1992), relatam que em virtude do
abundante crescimento bacteriano ocorrido
no periodo de 18 horas, o tempo de
incubacé&o das culturas para obtencdo das
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formas vegetativas poderia ter sido menor, o,
mesmo foi observado neste trabalho. Claus *
& Macheak (1972) sugeriram o periodo de
crescimento maximo de oito horas. A
concentracdo de antigeno utilizada, de
acordo com Bier (1985) correspondendo ao
tubo sete da Escala de Mac Farland,
também utilizada por Pinto & Abreu (1992),
mostrou-se eficiente para obtencdo do soro
imune, embora inferior as concentracdes
dos antigenos utilizados por Henderson
(1934) e Batty & Walker (1963).

As inoculacdes no dorso dos animais com
suspensdes emulsionadas com adjuvante
completo de Freund mostraram-se eficientes
para obtencdo dos soros imunes, porém
originaram severas lesdes na area ao redor
das inoculacdes.

Na sangria realizada no dia 35, os titulos
obtidos para os soros anti-Clostridium
chauvoei e anti-Clostridium septicum foram
de 1:200 e 1:400 ao teste de aglutinacéo,
respectivamente. Aos 57 dias, obteve-se
aglutinacdo até a diluicdo de 1:1600 para o
soro anti-Clostridium chauvoei e 1:3200
para o soro anti-Clostridium septicum,
resultados superiores aos encontrados por
Batty & Walker (1963); Danescu et al (1978)
e Pinto & Abreu (1992).

A técnica de precipitacao das
imunoglobulinas com sulfato de aménio e
purificacdo em coluna de DEAE/celulose
mostrou-se eficiente. As concentragdes de
imunoglobulinas obtidas depois  da
precipitacdo dos soros imunes com sulfato
de amédnio foram de 2,97 e 9,8 g/100 mL
para os soros anti-Clostridium chauvoei e
anti-Clostridium septicum, respectivamente,
enquanto as concentragbes de IgG
conjugadas com isotiocianato de
fluoresceina foram de 2,15 e 5,5g/100 mL
para o0s soros contra estes dois
microrganismos, respectivamente
mostrando-se também  superiores aos
obtidos por Danescu et al (1978) e Pinto &
Abreu (1992).

As diluicbes ideais de trabalho dos
conjugados anti-Clostridium chauvoei e anti-
Clostridium septicum foram de 1:256 e
1:512, respectivamente. Reacdes cruzadas
nao foram observadas entre os conjugados
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e nenhuma das outras espécies de
clostridios utilizadas. Nas 20 repeticdes da
diluigdo padronizada dos conjugados anti-
Clostridium chauvoei e anti-Clostridium
septicum, obteve-se o mesmo resultado
observado anteriormente, no qual apenas
esfregagcos de Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum foram imunomarcados
com a mesma intensidade de fluorescéncia.
Pinto & Abreu (1992), compararam dois
métodos de precipitacdo de soros imunes,
por sulfato de aménio e por acido
caprilico/sulfato de amoénio, e concluiram
que os conjugados preparados a partir de
soros purificados com &cido caprilico/sulfato
de amédnio apresentaram melhores titulos
que os precipitados somente com sulfato de
amonio. Neste trabalho foi utilizada somente
a precipitacdo dos soros imunes com sulfato
de amoénio e o0s resultados apresentados
pelos conjugados foram superiores aos
obtidos por Pinto & Abreu (1992),
considerando a titulagao e o fato que nesse
trabalho, os conjugados anti-Clostridium
chauvoei e anti-Clostridium  septicum
apresentaram reacdo cruzada fazendo-se
necessario a adsorcdo dos mesmos. A
obtencédo de maiores titulos dos conjugados
neste trabalho pode ter sido em razdo do
esquema de imunizagdo dos animais, no
qual foi utilizado um maior numero de
inoculagcdes com adjuvante completo de
Freund, bem como a técnica de precipitagao
e purificacdo das imunoglobulinas em
coluna de DEAE/celulose ter sido mais
eficiente que a usada por Pinto & Abreu
(1992). E provavel que os altos titulos dos
conjugados tenham favorecido a néao
ocorréncia de reacdes cruzadas. Goldman
(1968) indica o wuso da coluna de
DEAE/celulose para se evitarem coloragoes
inespecificas e Pinto & Abreu (1992) relata
que os resultados obtidos com o emprego
desta coluna ndo mostraram satisfatorios,
por ocasionarem quedas acentuadas nas
concentragdes protéicas.

Bastonetes Gram positivos foram
observados em todas as impressdes dos
espécimes clinicos obtidos dos animais
inoculados com as amostras. As laminas
provenientes dos animais controle foram
negativas.

Clostridium chauvoei e Clostridium septicum
foram detectados na diluicido de trabalho
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dos conjugados, em todas as impressdes
dos espécimes clinicos provenientes das
cobaias inoculadas com esses
microrganismos pela técnica de IFD (Fig.2),
apresentando marcacao especifica intensa.
Quando os conjugados foram aplicados
sobre as impressdes de tecidos
provenientes dos animais inoculados
apenas com o CaCl, estéril a 10% ou
quando aplicados nas impressdes dos
animais inoculados com  Clostridium
sordellii, Clostridium novyi tipo A e
Clostridium perfringens tipo A, nenhuma
coloracéo foi observada.

Para a técnica da LSAB o anticorpo primario
anti-Clostridium chauvoei e anti-Clostridium
septicum foi padronizado na diluicdo de
1:2000 e 1:4000 e tempo de incubacédo de
15 e 40 minutos, respectivamente,
resultados superiores aos encontrados por
Conesa et al.,, 1995 e Vanelli & Uzal, 1996,
considerando o maior titulo do anticorpo
primario anti-Clostridium chauvoei e anti-
Clostridium septicum e o tempo de
incubacdo mais reduzido dos mesmos.
Reacgbes cruzadas nao foram observadas
entre os anticorpos avaliados e com as
demais especies de clostridios utilizadas.
Quando os anticorpos primarios foram
testados nos cortes de tecido provenientes
dos animais controle ou quando foram
substituidos por soro normal de coelho
(Fig.3), nenhuma marcacido de bastonetes
foi observada. Conforme mencionado
anteriormente, Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum sao espécies muito
relacionadas, apresentando 99,3% de
similaridade o que dificulta a padronizacdo
dos testes de diagnéstico em relacdo a
ocorréncia de reacgfes cruzadas. Neste
trabalho, durante a padronizagdo do
anticorpo primario anti-Clostridium chauvoei
e anti-Clostridium septicum para a técnica
de imunohistoquimica, quando foram
testadas diluicbes mais baixas que as
padronizadas, (até 1:1000), os anticorpos
primarios apresentaram reacgdes cruzadas
entre-si e foi necessario realizar a adsorcao
dos mesmos para eliminar essas reagdes
(dados ndo mostrados), porém com o intuito
de eliminar tais reacées bem como evitar o
processo de adsorgdo, trabalhou-se com
dois parametros: aumento da diluicdo e
diminuicdo do tempo de incubagdo dos
anticorpos primarios; e dessa maneira foi
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possivel eliminar as reacdes cruzadas e
consequentemente a necessidade do
processo de adsorcdo nas diluicdes de
1:2000 e 1:4000 com o tempo de incubacao
de 15 minutos e 40 minutos para o anticorpo
primario anti-Clostridium chauvoei e anti-
Clostridium septicum, respectivamente.

Clostridium chauvoei e Clostridium septicum
foram detectados na diluicdo de trabalho do
anticorpo primario em todas as segdes dos
espécimes clinicos provenientes de todas as

3

3
]
“

clinicos provenientes dos
inoculados com as demais espécies de
clostridios e dos animais controle.

A auséncia de imunomarcacdo nas secoes
de tecidos do musculo do ponto de
inoculacdo utilizando anticorpos contra as
outras espécies de clostridios confirma a
especificidade dos anticorpos primarios nas
diluicdes empregadas na técnica de LSAB,
demostrando mais uma vez, que a técnica
utilizada para a preparacdo dos soros
imunes foi adequada. Os resultados obtidos

cobaias inoculadas com esses

neste trabalho demonstram que a técnica de
microrganismos pela técnica de LSAB,

LSAB mostrou 100% de sensibilidade e

apresentando marcacédo especifica intensa. especificidade em relagdéo a IFD, nao
Marcacdo imunohistoquimica nado foi havendo portanto diferencas estatisticas
observada nas secOes dos espécimes entre as técnicas (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Resultados dos testes de imunofluorescéncia direta e de imunohistoquimica
empregando o complexo streptavidina biotina marcada (LSAB) nas secdes histologicas de
animais inoculados e nao inoculados com Clostridium chauvoei

Animal Imunofluorescéncia direta LSAB
MPI* Figado Miocardio Bagco Rim MPI* Figado Miocardio Baco Rim
12310’ + + + - + + + + + -
11 a 20° : - . - , ; . N . ,
n=50
* musculo do ponto de inoculagéo
N inoculados

“controle negativo - inoculados apenas com CaCl, a 10%

+: todas as 10 segdes de cada espécime dos 10 animais inoculados com Clostridium chauvoei foram
positivas para o agente em ambas as técnicas

- todas as 10 secdes de cada espécime dos 10 animais inoculados somente com CaCl, a 10% foram

negativas para ambas as técnicas quando aplicado o conjugado e o anticorpo primario anti-Clostridium
chauvoel

Tabela 2. Resultados dos testes de imunofluorescéncia direta e de imunohistoquimica

empregando o complexo streptavidina biotina marcada (LSAB) para animais inoculados e néo
inoculados com Clostridium septicum

Animal Imunofluorescéncia direta LSAB
MPI* Figado Miocardio Baco Rim MPI1 Figado Miocardio Bago Rim
1a10' + + + + + + + + + +
11 a 20° ) = : . N 3 - 5 . z
n=50
* musculo do ponto de inoculagéo
"inoculados

2 controle negativo - inoculados apenas com CaCl. a 10%

+2 todas as 10 segbes de cada espécime clinico dos 10 animais inoculados com Clostridium septicum
foram positivas para o agente em ambas as técnicas.

- todas as 10 secgbes de cada espécime dos 10 animais inoculados somente com CaCly a 10% foram

negativas para ambas as técnicas quando aplicado o conjugado e o anticorpo primario anti-Clostridium
septicum
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Analisando as secOes de Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum coradas
pela LSAB, verificou-se que ambos os
agentes apresentaram o mesmo padrdo de
distribuicio e a mesma intensidade de
imunomarcacdo em todos os orgdos
examinados, porém de forma geral, foi
visualizada maior quantidade de bastonetes
em secgdes provenientes dos animais
inoculados com Clostridium septicum em
relagcdo as provenientes da inoculagdo de
Clostridium chauvoei. |sto provavelmente
ocorreu devido ao fato de Clostridium
septicum ser considerado mais invasivo em
relagdo a Clostridium chauvoei (Sterne,
1981; Smith, 1984). Outro fato claramente
observado como uma regra geral neste
estudo para Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum quando analisados
separadamente, foi que nas secdes do
musculo do ponto de inoculacdo havia
grande quantidade de bastonetes e a
medida que as segbes dos demais orgaos
eram examinadas, verificava-se que a
guantidade de bastonetes presentes ia
diminuindo bruscamente em relagdo ao

musculo do ponto de inoculag&o. Apesar do
carater invasivo destes microrganismos,
eles tém que vencer as barreiras e
distancias impostas durante seu trajeto pelo
organismo. Este fator também atesta mais
uma vez a eficiéncia da LSAB desenvolvida
neste estudo, no qual mesmo quando havia
uma quantidade relativamente pequena de
bastonetes nos diferentes orgaos
estudados, os mesmos eram identificados
pela técnica. No musculo do ponto de
inoculacdo observou-se presenca difusa de
bastonetes tanto no interisticio quanto no
interior das fibras (Fig.4) e vasos. No
miocardio os bastonetes foram evidenciados
dentro de vasos (Fig.5) e por entre as fibras
musculares, distribuidos difusamente pelo
corte histologico. No figado, a
imunomarcacao foi observada no intersticio
da area periportal (Fig.6) e centrolobular. No
bacgo foram observados focos de bastonetes
situados principalmente no intersticio da
polpa vermelha (Fig.7). No rim havia a
presenca de varios focos de bastonetes no
interisticio e no interior de vasos do cortex
(Fig.8) e regido medular.

Legenda das Figuras 2, 3,4e5

Figura 2. Clostridium septicum marcado em impressao de tecido muscular de cobaio inoculado
experimentalmente, imunofluorescéncia direta, 500x

Figura 3. Muasculo da éarea de inoculacdo de Clostridium septicum com substituicdo do
anticorpo primario por soro normal de coelho (controle negativo), estreptavidina biotina
marcada (LSAB). Contraste: hematoxilina de Harris, 500x .

Figura 4. Clostridium septicum imunomarcado no interisticio e no interior das fibras do musculo
da area de inoculacao de cobaio inoculado experimentalmente, estreptavidina biotina marcada
(LSAB). Contraste: hematoxilina de Harris, 625x

Figura 5. Clostridium chauvoei imunomarcado na parede do vaso do miocardio de cobaio

inoculado experimentalmente, estreptavidina biotina marcada (LSAB). Contraste: hematoxilina
de Harris, 500x
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Legenda das Figuras 6,7 e 8

Figura 6. Aglomerados de Clostridium septicum imunomarcados na regido periportal do figado

de cobaio inoculado experimentalmente, estreptavidina biotina marcada (LSAB). Contraste:
hematoxilina de Harris, 375x

Figura 7. Clostridium septicum imunomarcado na polpa vermelha do bago de cobaio inoculado

experimentalmente, estreptavidina biotina marcada (LSAB). Contraste: hematoxilina de Harris,
550x

Figura 8. Clostridium septicum imunomarcado no interisticio € no interior de vasos do cortéx
renal de um cobaio inoculado experimentaimente, estreptavidina biotina marcada (LSAB).
Contraste: hematoxilina de Harris, 625x
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As secdes do musculo do ponto de
inoculagdo particularmente, apresentaram
marcagdo imunohistoquimica entre e no
interior das fibras musculares. Estes
resultados contrastam com trabalhos
realizados previamente, utilizando a técnica
de PAP em tecidos de cordeiros inoculados
experimentalmente (Conesa et al., 1995;
Vanelli & Uzal, 1996), nos quais foram
observadas marcagbes somente entre as
fibras musculares. E provavel que as essas
diferencas observadas neste trabalho
tenham ocorrido pelo fato do anticorpo
utilizado ter sido purificado, e a técnica de
LSAB ser mais sensivel que a técnica de
PAP (Gimeno, 1995). Outro fator que diferiu
dos trabalhos desenvolvidos anteriormente,
diz respeito & metodologia empregada para
a producédo e purificagdo dos soros imunes,
que permitiu o emprego de diluicbes mais
altas dos anticorpos primarios, bem como o
reduzido tempo de incubacéo.

A semelhanca dos resultados obtidos com
as técnicas de IFD e LSAB reforcam mais
uma vez que a deteccdo desses agentes
em tecidos parafinizados € mais uma
alternativa eficaz. Na pratica veterinaria de
campo, onde a necropsia é uma ferramenta
de diagnostico de uso rotineiro € comum
obter amostras frescas para cultivo
bacteriolégico e amostras em formol para
exame histopatolégico. A capacidade da
LSAB de detectar microrganismos em
material fixado em formol, permite o envio
de uma s6 amostra com duplo objetivo; de
exame histopatolégico e deteccdo de
microrganismos (Uzal, 1993).

O material de eleicdo para diagndstico do
carbunculo sintomatico e da gangrena
gasosa € principalmente o musculo
esquelético afetado e para eventuais casos
de carblnculo sintomatico visceral, o
miocardio. A presenga de bastonetes em
outros orgéos observados pela técnica de
LSAB sugere que provaveimente outros
6rgdos poderiam ser utilizados para o
diagnoéstico do carblnculo sintomatico e da
gangrena gasosa, e nao apenas a area
muscular lesionada.
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Um diagnostico presuntivo do carbtnculo
sintomatico e da gangrena gasosa, €
usualmente baseado em sinais clinicos e
achados de necropsia, enquanto um
diagnéstico definitivo poderia ser obtido pelo
cultivo dos agentes envolvidos. Entretanto,
0S clostridios envolvidos nessas
enfermidades, sdo nutricionalmente muito
exigentes e o cultivo deles consome muito
tempo, além de necessitar-se de pessoal
treinado e da aquisicdo de meios de cultura
relativamente onerosos (Sterne & Batty,
1975). Alternativamente, um método de
diagnostico em uso para esses
microrganismos € a IFD. A técnica tem sido
habitualmente empregada para esfregagos
de cultivo, claps e secdes congeladas de
tecidos afetados (Batty & Walker,1963, Van
Kampen & Kennedy, 1968, Power et al,
1987, Buxton & Donachie, 1991, Pinto &
Abreu, 1992). Entretanto, o material deve
ser fresco ou especialmente condicionado,
os preparados podem ser conservados por
poucas horas e a morfologia tissular € pobre
(Taylor, 1978, Haines & Clarck, 1991). A
técnica de LSAB padronizada neste estudo
parece ser a primeira desenvolvida para a
deteccdo de clostridios e foi tao eficiente
guanto a técnica de IFD para detectar
Clostridium  chauvoei e Clostridium
septicum. A LSAB se constitui em um
método simples, rapido e barato para
identificar  especificamente  Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum em tecidos
fixados pelo formol e incluidos em parafina e
portanto, poderia também ser um
complemento para o diagnostico definitivo
do carblanculo sintomatico e da gangrena
gasosa, especialmente onde as facilidades
laboratoriais para o cultivo de anaer6bios
ndo estdo prontamente disponiveis, e
principalmente quando materiais suspeitos
de gangrena gasosa € carblanculo
sintomatico sdo encaminhados de fazendas
ou demais localidades distantes dos centros
de diagndstico que muitas vezes, ja chegam
em condi¢des impropias para o diagndstico.
Estd técnica também permite a realizacéo
de estudos retrospectivos.

31

B/

re

%
%

BIBLIOTECA ’



Apesar  dos significativos prejuizos
econdmicos ocasionados pela alta
letalidade do carblnculo sintomatico e da
gangrena gasosa, S80 poucos 0S casos
notificados destas enfermidades com
confirmagao laboratorial, sendo a maioria
deles baseados somente em dados clinicos
e/ou lesbes de necropsia. Isto ocorre
principalmente devido as complicacdes na
obtencdo, envio e processamento das
amostras ao laboratorio, bem como devido a
escassez de laboratdérios que realizam o
diagnostico de enfermidades clostridiais.
Com o emprego das técnicas de IFD e IHQ
sera possivel melhorar o diagnostico, o que
por sua vez, aumentara as possibilidades de
determinar a real prevaléncia do carblnculo
sintomatico e da gangrena gasosa em
nosso meio, informagdo que por sua vez,
sera de utilidade para a tomada de decisdes
em relacdo a fabricacdo e ao uso de
vacinas contra estas enfermidades.

5. CONCLUSOES

De acordo com o presente trabalho conclui-
se que:

- O método imunohistoquimico utilizando
0 complexo streptavidina  biotina
marcada (LSAB) mostrou-se eficiente
para a detecgdo de Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum em
tecidos de cobaios fixados pelo formol e
incluidos em parafina, sendo portanto
recomendavel a sua implementagdo a
rotina de diagndstico.

- A técnica da streptavidina biotina
marcada (LSAB) mostrou 100% de
sensibilidade e especificidade em
relagdo a IFD.
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