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RESUMO

Avaliou-se a sensibilidade das linhagens celulares Madin darby kidney bovine cells (MDBK),
Madin darby canine cells (MDCK), African green monkey (VEROQO), Linfosarcoma de
camundongos (L-929), Embryonic tracheal bovine cells (EBTr) e Ovarian hamsters cells (CHQ),
as toxinas beta e epsilon de Clostridium perfringens tipos C e D respectivamente.
Desenvolveram-se e padronizaram-se uma técnica de titulacdo em linhagem celular e um teste
de soroneutralizacao in vitro para toxina epsilon; A L 929 foi a linhagem celular mais sensivel a
toxina beta e a MDCK a toxina epsilon, nas concentragées de 65 a 200 e 1,0 a 3,0 DMM/mI
para camundongo (DMNC). Na padronizacdo, da técnica de titulagdo de toxina em células
MDCK observou-se correcao de 97% entre a DMMc (Dose Minima Mortal em camundongo) e
ECT (Efeito Citotoxico), quando utilizou-se um fator de corregéo (FC) e ajustou-se a equagao
matematica para efeito citotoxico (ECT=0,32-0,23xFC). A correlacdo entre o teste de

soroneutralizagdo desenvolvido em células MDCK e o teste padrao em camundongos foi de
99,73%.

Palavras-chave: Clostridium perfringens, toxina epsilon, soroneutralizagdo




ABSTRACT

The sensitivity of Madin darby kidney bovine cells (MDBK), Madin darby canine cells (MDCK),
African green monkey (VERO), Linfosarcoma de camundongos (L-929), Embryonic tracheal

bovine celis (EBTr) and Ovarian hamsters cells (CHO), cell lines ;3 and e-Clostridium perfringens
type C and D toxins, respectively, were evaluated. including the development of in vitro
quantitating and serum neutralization (SN) assays for etoxin. The L929 cell line was the most
sensitive to p-toxin and MDCK the most sensitive to e-toxin, at concentrations of 65 to 200 and
1.0 to 3.0 MMLD/mI (mouse minimal lethal dose). The standardization of the quantitating assay
in MDCK indicated a 97% correlaction of MMLD and cytotoxic effect (CTE), using a correction
factor (CF): (CTE=0.32-0.23xCF). The correlation between the SN in MDCK and the standard
mouse assay was of 99,73%.

Keywords: Clostridium perfringens, epsilon toxin, serum neutralization.
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1. INTRODUGAO

Clostridium perfringens esta entre os
microorganismos patogénicos de ampla
distribuicdo  mundial e de grande
importdncia na medicina veterinaria, €
encontrado no solo e trato digestivo dos
animais e do homem. Entre as diversas
doengas  causadas por Clostridium
perfringens, destacam-se as enterotoxemias
que acometem, principalmente, os animais
jovens. Com altas taxas de letalidade e
seqielas importantes, como retardo do
crescimento. As enterotoxemias acarretam
grandes prejuizos aos produtores.

Clostridium perfringens produz toxinas que
podem ser identificadas individualmente por
soroneutralizacdo. De acordo com a
producdo de toxinas esse microorganismo €
classificado em cinco tipos: A,B,C,DeE. A
toxina alfa & produzida pelos cinco tipos de
Clostridium perfringens, a beta pelos tipos B
e C, a épsilon pelos tipos B e D e a iota pelo
tipo E.

Clostridium perfringens tipo A é responsavel
por quadros de mionecroses e
enterotoxemia em humanos e animais. O
tipo B causa enterotoxemia em cordeiros e
esta, também, associado as enterites
hemorragicas em bezerros, potros e
caprinos (Uzal et al.,, 2002). O tipo C é o
causador da enterite necrotica em humanos
e aves e de enterotoxemias em bovinos,
cordeiros, leitdes e eqiiinos (Kennedy et al.,
1977a;, Kennedy et al.,, 1977b). O tipo D
causa enterotoxemia em ovinos, caprinos e
bovinos (Hatheway, 1990; Boorman et al.,
2001). O tipo E é responsavel por quadros
de enterotoxemia em varios animais.

A ocorréncia da enterotoxemia esta
associada a fatores predisponentes, como
mudanga brusca na alimentacao,
sobrecarga alimentar, entre outros.

O quadro de enterotoxemia € normalmente
agudo ou super agudo, tormando ineficaz
qualquer medida terapéutica, mas o controle
e a profilaxia podem ser feitos através de
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manejo adequado e imunizagdo dos
animais.

No Brasil, a producdo de vacinas contra as
clostridioses tem aumentado a cada ano,
com mais de um bilhdo de doses produzidas
e comercializadas nos ultimos 10 anos
(Nascimento, 2003). Entretanto,
questionamentos tém sido feitos a respeito
da eficacia dessas vacinas, pois a maioria
nao & controlada oficialmente.

A técnica padrdo utilizada nos testes de
poténcia de vacinas e no diagnostico de
enterotoxemias, &€ a soroneutralizagdo em
camundongos (SNC). O uso de animais,
para esses fins, tem causado inGmeras
discussdes éticas por grupos que visam o
bem-estar animal.

Com o inicio dos questionamentos bioéticos,
iniciou-se uma corrida com o proposito de
desenvolver métodos in vitro que possan
apresentar resultados rapidos e confiaveis,
com boa sensibilidade e especificidade,
aliados a um baixo custo. O uso de
linhagens celulares poderd ser uma opcéo
viavel e eficaz a SNC.

Este trabalho teve por objetivos identificar
linhagens continuas de células sensiveis as
toxinas beta e épsilon de Clostridium
perfringens tipos C e D, respectivamente;
desenvolver um método alternativo para
titulagdo da toxina épsilon; padronizar um
teste de soroneutralizacdo (SN) in vitro para
teste de poténcia de toxdide épsilon e
comparar a sensibilidade dessa técnica com
a SNC,

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens faz parte de um
grupo de microorganismos patogénicos de
ampla distribuicdo mundial. Sdo bastonetes
Gram positivoes, formadores de esporos,
imoveis, anaerdbios, podem ser
encontrados em solos, pastagens, agua
doce ou salgada, alimentos de origem
animal ou vegetal e estdo, normalmente,
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presentes no trato digestivo de espécies
domésticas e do homem (MacDonel, 1980).

Welch e Nuttall (1892) descreveram, em
materiais de necropsia, a presenca de
bactéria anaerébia bastonete Gram positivo,
formadora de esporo, denominando-a de
Bacillus aerogenes capsulatus,
posteriormente foi denominado de
Clostridium welchii e atualmente Clostridium
perfringens.

Bennets (1932) estabeleceu, na Austrélia, o
primeiro  diagnostico de enterotoxemia
causado pela toxina produzida por
Clostridium perfringens tipo D, presente no
conteudo intestinal de ovelhas. Rose e
Edgar (1936) diagnosticaram em bovinos a
enterotoxemia causada por Clostridium
perfringens tipo A, também na Australia.
Bosworth (1943) identificou a doenca em
bovinos causada por Clostridium perfringens
tipo E.

Macrae et al. (1943) descreveram
Clostridium perfringens tipo A como causa
de enterotoxemia em bezerros em fase de
aleitamento. Hepple (1952) relatou um caso
de enterotoxemia necrotica em bovinos
causado do tipo B.

Grinner et al. (1953) e Grinner et al. (1956)
relataram quadros de enterotoxemias
hemorragicas causados por Clostridios
perfringens tipo C em bezerros, em fase de
aleitamento, e por tipo D em bovinos
leiteiros.

Clostridium perfringens tipo A é comumente
encontrado sob condigcdes ndo infecciosas e
esta associado a microflora do solo e trato
gastrintestinal, sendo importante causa de
intoxicacdo alimentar (Songer, 1996). Esse
tipo de Clostridium é mais numeroso no
trato intestinal e, sob condi¢des favoraveis
de anaerobiose, pH e nutrientes, multiplica e
produz exotoxina que causa a gangrena e
enterite necrotica em humanos e animais
(Hatheway, 1990).

A toxina alfa de Clostridium perfringens tipo

A produz uma forma incomum da doenca
chamada de enterotoxemia aguda em
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cordeiros, caracterizada clinicamente por
anemia, ictericia e hemoglobindria (Uzal,
2003), causando a morte do animal entre
seis a 12 horas apos o inicio dos sintomas
(Songer, 1996).

Os tipos B, C, D e E, normalmente, sédo
restritos ao trato intestinal dos animais e,
ocasionalmente, do homem. Porém, os tipos
B, C e D tém sido isolados do solo, em
areas onde as doencas causadas por esses
agentes, acometeram um numero
significativo de animais (Gibert et al., 1997).
Clostridium perfringens oriundos do trato
intestinal, quando eliminados diretamente
no solo, desaparecem dentro de poucos
meses (Songer, 1896; Hatheway, 1990).

Estudos mostraram que  Clostridium
perfringens tipo C pode ser causador de
ulceragbes hemorragicas ou necrose
superficial da mucosa do intestino delgado
em humanos, suinos, bovinos e galinhas
(MacDonel, 1980; Songer, 1996; Sakurai e
Fujii, 1987).

Fatores relacionados a ma nutricdo, baixa
na capacidade de producdo de proteases
(tripsina), presenga de parasitos (Ascaris),
somados a alimentos que possuem
inibidores de tripsina, como a batata doce,
tém sido considerados fatores de risco para
o desencadeamento da doenca (Lawrence e
Cooke, 1980). Foram. relatados casos
esporadicos de necrose intestinal causada
por Clostridium perfringens tipo C em
humanos europeus e americanos (Schwartz
et al.; 1980; Severin et al., 1984).

Clostridium perfringens tipos B e D sdo o0s
responsaveis por quadros de enterotoxemia
em ovinos e bovinos (Borrmann et al.,
2001). O tipo B €& responsavel pela
disenteria em cordeiros e o tipo D pela
doenca do rim polposo ou doenca da super
alimentacdo em ovelhas e cordeiros, com
até 100% de letalidade (Songer, 1996;
Sakurai et al., 1997).

Clostridium perfringens tipo E produz duas
exotoxinas distintas consideradas como
unico fator téxico denominado de iota a (la)
e iota b (Ib), que sdo ativadas pelas
proteases produzidas pela prépria bactéria




ou pela adicdo de tripsina em culturas
jovens (Hatheway, 1990). Apos ativacdo a
toxina € dermonecrotica e letal, e pela agao
binaria (la + |b) observa-se maior atividade
toxica (Stiles e Wilkins, 1986).

2.2. Toxinas
2.2.1. Toxina alfa

Produzida por todos os tipos de Clostridium
perfringens, principalmente pelo tipo A, com
peso molecular de 43Kda, € uma fosfolipase
C que hidrolisa a fosfatidilcolina e, em
menor propor¢cdao, a esfingomielina, €
dependente de ions calcio (Hatheway, 1990;
Songer, 1996).

A acdo da toxina alfa, in vivo, caracteriza-se
por hemdlise intravascular, danos capilares,
processos inflamatorios, agregacao
plaquetaria e alteragdes do metabolismo,
culminando com a morte celular (Hatheway,
1990; Songer, 1996; Titball et al., 1999). In
vitro, a toxina alfa é responsavel pela
reagdo de lecitinase (precipitagdo da
lecitina) em &gar gema de ovo e hemdlise
em agar sangue (Hatheway, 1990).

2.2.2. Toxina beta

A toxina beta, produzida por Clostridium
perfringens tipos B e C, com peso molecular
de 20-42Kda, quando mantida a 50°C por
cinco minutos, perde 75% da atividade
biolégica - acima de 60 minutos a perda da
toxicidade é superior a 95%. E estavel a
—20°C por 90 dias e na presenca de
enzimas proteoliticas (tripsina ou
quimiotripsina) é completamente destruida
apos 30 minutos a 37°C (Worthinginton e
Mulders, 1975; Sakurai e Duncan, 1977;
Sakurai e Duncan, 1978; Sakurai e Fujii,
1987).

Os primeiros estudos sobre a acdo da toxina
beta demonstraram capacidade
dermcnecrotica e letal em cobaios e
camundongos (Sakurai e Duncan, 1977
Sakurai e Duncan, 1978). O gene que
expressa a toxina beta foi clonado e
sequenciado por Hunter et al. (1993), que
observaram a capacidade dessa toxina de

formar poros na membrana celular, acédo
semelhante & da toxina alfa, 4s da gamma
hemoglobina e da leucosidina do
Staphilococcus aureus (Gibert et al., 1997).

Sakurai et al. (1981) mostraram os efeitos
da toxina beta em causar depressdo
cardiaca, respiratéria e morte em
camundongos inoculados. Sakurai et al.
(1984) observaram importantes efeitos
bioldgicos da toxina beta em camundongos,
ap6s administracdes endovenosa de 2ug da
toxina punficada, tais como: constricdo de
arteriolas, aumento da pressdo sangiiinea e
queda do fluxo sanglineo. Aplicagdo
intradérmica da toxina beta causou
constricdo local sem alteracdes na pressao
ou fluxo sangliineo, sugerindo que essa
toxina atue no sistema nervoso auténomo e
nervos periféricos de camundongos.

Sakurai e Fujii (1987) observaram efeito
dermonecrotico 24 horas apos inoculagdo
de 2ng de toxina beta. Obtiveram valores de
DLsy, em camundongos, de 310ng por
administragcdo endovenosa, 4,5ug/ml por
administracdo intraperitoneal e 1,3ug para
administracao oral.

Shatursky et al. (2000) demostraram que a
toxina beta € uma eficiente formadora de
poros, atuando nos canais seletivos de
cations soédio (Na’) e potassio (K'),
causando despolarizagdo das membranas
celulares excitaveis e alteragbes na
permeabilidade  vascular do sistema
Nervoso.

Nagahama et al. (2003) observaram que o
efeito citotoxico da toxina beta esta em
promover alteracdo da permeabilidade
celular com ganho de Ca’, Na', Cl" e perda
intracelular de K.

Recentemente, foram identificados pela
reacao em cadeia da polimerase, isolados
de Clostridium perfringens que possuiam
um gene que expressa toxina beta-2,
responsavel por causar enterites em
bovinos, suinos e eqiinos (Bueschel et al.,
2003).
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2.2.3. Toxina épsilon

A toxina épsilon € secretada na forma de
protoxina com peso molecular de 32,7Kda
(Hunter et al., 1993) e pela acdo de enzimas
proteoliticas é convertida na forma ativa
com peso molecular de 31,2Kda (MacDonel,
1880).

Estudos com a toxina épsilon, em
camundongos, mostraram que ela possui
capacidade de se ligar a superficie interna
de vasos sangiiineos cerebrais, hepaticos,
pulmonares e cardiacos, causando edema e
necrose tecidual (Buxton, 1978).

Pouco ainda se conhece sobre a base
molecular e mecanismo de acdo da toxina
épsilon, sabe-se de sua ligacdo a sitios
receptores presentes nos vasos sangiiineos
com aumento da permeabilidade vascular e
edema (Borrmann et al., 2001).

A toxina épsilon € produzida pela bactéria
no intestino do animal e absorvida pelos
tecidos, agindo em seguida no sistema
Nervoso (McDonel, 1986). Altas
concentracées dessa toxina levam a um
aumento da permeabilidade capilar em
orgaos e tecidos, incluindo mucosa
intestinal, e grandes lesdes vasculares
(Niilo, 1980; Songer, 1996).

2.2.4. Toxina iota

A toxina iota & produzida por Clostridium
perfringens tipo E na forma de protoxina, e é
ativada proteoliticamente pela tripsina
(Hatheway, 1990).

A toxina iota é formada por duas
subunidades protéicas imunologicamente
distintas: iota a (la), um componente
enzimatico com peso molecular de 47,5Kda
e a iota b (Ib), um componente ligante com
peso molecular de 71,5Kda. Essas
subunidades, em combinacdo, possuem
atividades dermonecréticas e citotoxicas
(Hattheway, 1990; Sakurai et al., 2003).

2.3. Diagnostico de Enterotoxemia

No diagnéstico da enterotoxemia, deve-se
levar em consideragao os sinais clinicos, as
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lesGes macro e microscopicas e a presenca
do agente e de sua toxina (Songer, 1996;
Uzal, 2004). O material para o diagndstico é
0 conteudo intestinal, que deve ser enviado
ao laboratdrio congelado ou mantido
resfriado. A toxina deve ser conservada a
baixas temperaturas (Niilo, 1965), sendo
que o rapido congelamento do material a
uma temperatura de -20°C, mantém a
toxina estavel por mais tempo (Uzal et al.,
2003; Uzal, 2004).

Ao longo dos anos de estudos das
clostridioses foram desenvolvidos varios
meétodos de diagnéstico laboratorial, na
tentativa de se estabelecer testes mais
precisos. Foram padronizados 0s métodos
de difusdao radial simples (Mancini et al.,
1971), fixacdo do complemento (Marucci e
Fuller, 1971), hemaglutinacdo passiva de
fase reversa (Beh, 1978), varias técnicas de
ensaio imunoenzimaticos (Weddell e
Worthingnton, 1984; Nagahama et al., 1991;
El Idrissi e Ward, 1992a; El Idrissi e Ward,
1992b), aglutinagdo em latex (Martin e
Naylor, 1994), reacdo em cadeia da
polimerase (Havard et al., 1992) e a
utilizacdo de linhagens continuas de células
(Payne et al., 1994; Knight et al., 1990).

O teste padrdo para o diagndstico das
enterotoxemias é a soroneutralizagdo em
camundongos (European Pharmacopoeia,
1998). _

Estudos, in vitro, usando linhagens celular=s
e toxina beta sdo bastante limitados, pois,
essa toxina demonstra baixo efeito
citotoxico. Jolivet-Reynaud et al. (1986)
estudaram a toxina beta nas linhagens
celulares Kidney african green monkey
(VERO), fibroblasto humano e animal,
células intestinais (Hep Cells) e Chinese
hamsters ovary cells (CHO), e observaram
que apenas na linhagem CHO houve acio
citotoxica em concentragdes de toxina beta
relativamente baixas (entre 0,1-10ug).

Knight et al. (1986) avaliaram a
citotoxicidade de filtrados de Clostridium
perfringens tipo C em linhagem celular e
observaram que na linhagem Embryo




bovine tracheal cells (EBTr) houve efeito
citopatico.

Steinthorsdottir et al. (1999) demonstraram
que, na concentracdo de 2ng/ml, a beta
toxina forma complexos oligoméricos em
linhagem Umbilical cord human (HUV-EC-C)
e induz liberagcdo do acido aracdénico e
inositol sem causar a morte celular.

Nagahama et al. (2003) observaram que
entre as linhagens celulares african green
monkey (VERQ), ovary hamster cells (CHO-
K1), african green monkey (SV40)
transformed (COS-7), embryonic intestine
human (INT 407), carcinoma epithelioid
human (HelLa), MDCK, adrenal
pheochromocytoma rat (PC12),
mastocitoma de rato (P810) e promyelocytic
leukemia human (HL60), apenas a HLG0 foi
sensivel a toxina beta na concentracao de
5ug/mi. A destruicdo celular ocorreu apos
seis horas de incubagao a 37°C. Nas
demais linhagens, mesmo com
concentracdes equivalentes a 50ug/mi,
nenhum efeito citotdxico foi observado.

A toxina épsilon tem sido avaliada em
linhagens celulares e tem apresentado
resultados mais promissores que a beta
toxina.

Knight et al. (1990) observaram efeitos
citotoxicos da toxina épsilon em linhagem
continua de celulas MDCK. Payne et al.
(1994) relataram que a toxina épsilon na
concentragdo de 15ng/ml, causou efeito
citotoxico em células MDCK, & microscopia,
foram observadas rupturas na membrana
com 50% de morte celular 11 minutos apos
exposicao a toxina.

Petit et al. (1997) demonstraram que em
células MDCK, 13ng/ml de toxina épsilon
causaram 80% de perda intracelular de K’
com 65% de morte celular 60 minutos apds
exposicao.

Shortt et al. (2000) pesquisaram os efeitos
citotoxicos da toxina épsilon em linhagens
celulares humanas e animais e observaram
que as linhagens MDCK e renal
leiomyoblastoma human (G-402) foram as
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mais sensiveis a toxina épsilon nas
concentragbes de 2ug/ml e 280ug/ml,
respectivamente, causando 50% de

destruicao celular.
2.4. Teste de poténcia de toxoide

A avaliacdo da poténcia do toxoide épsilon é
feita por imunizacdo de coelhos e as
titulacdes de anticorpos pelo teste de SNC
(Glenny et al,, 1931; European
Pharmacopoeia, 1998) e pelo teste
intradérmico em cobaios (Glenny et al,
1933). A utilizacdo do teste intradérmico
possibilitou substancial redugdo no numero
de animais (Knight et al., 1990)

Por razdes bioéticas, diversos métodos in
vitro foram desenvolvidos, destacando-se 0s
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) que
apresentam alta sensibilidade e
especificidade quando comparado a8 SNC
(Naylor et al., 1987; Nagahama et al., 1991;
Wood, 1991; EIl Idrissi e Ward, 1992a; El
Idrissi e Ward, 1992b).

Outro método alternativo a SN em
camundongos para avaliar poténcia de
toxoides clostridiais, € o uso de linhagens
celulares. Knight et al. (1990) e Roth et al.
(1999) observaram que a SN in vitro, com
linhagem celular, poderia ser usada em
substituicdo a SNC.

Knight et al. (1890) desenvolveram um
método in vitro para avaliagdo <= toxoide
épsilon e demonstraram que o uso da
linhagem celular MDCK apresentou bons
resultados em relagdo a sensibilidade e boa
correlagdo com os testes padronizados in
vivo. No método in vitro padronizado para o
toxdide alfa, os autores observaram que a
linhagem celular € um modelo indicador
mais sensivel, pois detecta titulos mais
baixos de anticorpos quando comparado a
SNC e ao teste dermonecratico.

Roth et al. (1999) usaram a linhagem celular
VERQO para avaliar vacinas comerciais
contendo toxoide alfa de Clostridium
septicum e observaram que tanto a toxina
padrdo como a produzida em laboratério
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foram neutralizadas pelas antitoxinas
presentes no soros dos animais imunizados.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local do experimento

O experimento foi realizado no laboratério
de anaerobios e no laboratorio de cultivo
celular do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais.

3.2. Animais utilizados

Foram utilizados camundongos da raca
Swiss, linhagem Webster, pesando entre
17-22g, de ambos os sexos, cedidos pelo
Laboratdrio Nacional Agropecuario
(LANAGRO) do Ministério da Agricultura-
Pecuaria e do Abastecimento (MAPA) em
Minas Gerais e pela Fundagdo Ezequiel
Dias (FUNED-MG).

3.3. Toxina e anti-toxina padrdo

A toxina épsilon foi adquirida do Agriculture
Animal Plant Health Inspection Service
(APHIS-EUA/IRP407), a anti-toxina épsilon
padrdo, contendo 1020Ul/ampola, do
National Institute for Biological Standards
and Control (NIBSC) da Inglaterra.

3.4. Culturas de células
3.4.1. Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens celulares:
Madin darby kidney bovine cells -
ATCC/CCL-22 (MDBK), Madin darby canine
cells — ATCC/CCL-34 (MDCK), African
green monkey - ATCC/CCL-81 (VERO),
linffosarcoma de camundongos — NCTC
Clone 929 - ATCC/CCL-1.1 (L-929),
Embryonic tracheal bovine cells - EBTr
(ATCC/CCL-44) e Ovarion hamsters cells —
ATCC/CCL61 (CHO).

As linhagens MDCK, MDBK, L-929, VERO e
EBTr foram cultivadas no meio essencial
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minimo de Eagle’ (EMEM) suplementado
com soro fetal bovino®™ (SFB) 10% (v/v),
penicilina 200Ul/ml, estreptomicina
200ug/ml, anfotericina B 0,25mg/ml e
glutamina 2mM/ml. Para a linhagem CHO
utilizou-se o meio F-10', suplementado
como descrito acima. Foram usadas solucio
salina tampéo fosfato (PBS) — pH 7,2 (NaCl
8,0g, KCI 0,20g, Na,HPO.H,O 1,13g,
KHPO, 0,20g, H.O Milli-Q gqsp 1000ml) e
solucdo de tripsina/versene” (ATV), de
acordo com Andrade (2000). Para lavagem
utilizou-se uma solugido contendo 0,5% de
formol PA, 1% de CaCl,, em H-O Milii-Q e
para absorbancia usou-se solugdo contendo
etanol a 50% e acido acético glacial a 1%,
em H,O Milli-Q.

As linhagens de células foram cultivadas em
frascos de 150cm” até a confluéncia minima
de 90%, em estufa Gmida com atmosfera de
5% CO,, a 37°C. As células foram contadas
apos os procedimentos de lavagem da
monocamada com PBS e descolamento da
mesma com ATV. Os ensaios foram
padronizados em placas® de 96 pogos de
fundo plano, para cultivo celular, utilizando-
se 4,8 x 10 células/100pl/pogo (Mahony et
al., 1989).

3.5. Produgdo das Toxinas
Clostridium

3.5.1. Amostras de
perfringens tipos Ce D .

Para a produgdo de toxinas foram utilizadas
amostras de Clostridium perfringens tipos C
e D, fornecidas pelo Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecudria - [INTA -
Bariloche, Argentina.

As amostras liofilizadas foram reconstituidas
com 1,0ml de caldo tioglicolato® e
transferidas para dois tubos de rosca
(16x160mm) contendo 10ml de tioglicolato.
Os tubos foram incubados a 37°C por 18
horas em jarra de anaerobiose (10% de
CO,, 10% de H,, 80% de N,). Em seguida,
as culturas foram semeadas em agar
sangue de eqiino a 7% e em &gar sulfato

! Gibco, EUA
® Difco, EUA
® Sarstedt, EUA




de polimixina sulfatiazina (SPS)* e
incubadas em anaerobiose a 37°C por 24
horas. Ap6s o crescimento em meio solido,
colénias caracteristicas de Clostridium
perfringens foram coradas pelo método
Gram para verificacdo da pureza. As
colénias  consideradas  puras  foram
semeadas em tubos de rosca, contendo
50m| de caldo tioglicolato e incubadas em
anaerobiose, por 24 horas, a 37°C.

3.5.2. Produgao de toxina beta e épsilon

A producédo das toxinas beta e épsilon foram
feitas por inoculacdo das culturas no meio
de producdo de toxina (MTP) (Azevedo et
al.,, 1998), na proporcdo de 10% (viv) e
incubacgao, por oito horas, em anaerobiose,
a 37°C.

ApoOs o periodo de incubacdo, as culturas
foram centrifugadas a 16000 x g por 30
minutos a 4°C, o0 sobrenadante foi
concentrado a 1/10 do volume inicial, por
filtracdo em sistema Amicon® a 4°C, usando-
se membrana de retengdo de 10Kda. Os
sobrenadantes concentrados foram
fracionados em tubos de eppendorf e
mantidos a —80°C até o momento do uso.

3.5.3. Detecgao e tipificagao das toxinas
produzidas

Duas aliquotas do sobrenadante
concentrado de Clostridium perfringens tipo
C (toxina beta) foram s~naradas, sendo uma
acrescida com 10ul/mi de tripsina a 1%, e
ambas foram mantidas em estufa a 37°C
por 30 minutos. Em seguida, 0,2ml de cada
aliquota foram inoculados via endovenosa
em dois camundongos, 0s animais foram
observados por 72 horas (Sakurai e
Duncan, 1978). Da mesma forma, duas
aliquotas do sobrenadante concentrado de
Clostridium perfringens tipo D (protoxina
épsilon) foram separadas, sendo uma
ativada com tripsina 1%, mantidas em
estufa e inoculadas em camundongos
(Sebald e Petit, 1997).

“ Millipore Corporation, EUA

As toxinas foram tipificadas pelo método de
SNC de acordo com metodologia
preconizada por Sterne e Batty (19795).

3.5.4. Titulagao das toxinas in vivo

Para determinar a dose minima mortal
(DMM), as toxinas beta e épsilon foram
tituladas utilizando-se diluicbes na base
dois, em agua peptonada a 1%. Para cada
diluicao foram inoculados, com 0,2ml por via
endovenosa, dois camundongos que foram
observados por 72 horas (European
Pharmacopoeia, 1998).

3.5.5. Teste de sensibilidade das toxinas
beta e épsilon

As linhagens celulares foram semeadas 24
horas antes, em placas de 96 pocgos, na
concentracdo de 4,8x10°/100ul/poco. Apds
a retirada do sobrenadante, foram
acrescentadas as toxinas beta e épsilon
diluidas em EMEM com SFB a 1%.
Triplicatas de cada diluicdo, entre 4200 até
0,5DMM/mI, de cada toxina foram
adicionadas nas placas no volume de
100pl/poco. As placas foram incubadas por
24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO,. Retirou-se o sobrenadante, com
cuidado para nao descolar a monocamada,
e adicionou-se 100ul/pogo da solugdo de
vermelho neutro [151ul da solugdo mée de
vermelho neutro (VN) para 10ml de EMEM
com SFB a 1%)]. A placa foi incubada por
mais trés horas em estufa de CO, a 37°C,
em seguida adicionou-se a solugdo de
lavagem na quantidade de 100pl/pogo,
repetindo esse passo duas vezes
consecutivas. Apos lavagem, foram
adicionados em cada pogo 100ul da solugé&o
de absorbancia e as placas foram mantidas
sob agitacdo constante (100RPM), por 30
minutos. A leitura foi feita, em segquida,
utilizando-se um leitor de ELISA calibrado
na absorbancia de 540nm, para observagao
do efeito citotoxico (ECT) das toxina beta e
épsilon nas linhagens celulares (White e
Seaman,1995).
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3.6. Elaboragao da equagao da curva e
formula matematica

A partir dos resultados obtidos e selecdo da
linhagem mais sensivel a toxina épsilon,
foram feitos dois ensaios, como descrito no
item 3.5.5, empregando-se diluicées 1:1,2
em 12 repeticdes, no intervalo de 3 a 1
DMM/mI. Os resultados obtidos nos dois
ensaios foram agrupados e utilizando-se ©
programa de sistema de analise estatistica
(SAS), e por meio de um procedimento
REG, desenvolveu-se a equacao
matematica (Sampaio, 1998). Com um
modelo linear matematico elaborou-se a
equacdo que melhor adaptou-se aos
intervalos  encontrados em  DMM/m,
apresentando um coeficiente de correlagao
de R°=0,97.

3.7. Titulagao da toxina épsilon em
células MDCK

Varias partidas de toxina épsilon foram
produzidas como descrito no item 3.5.2 e
tituladas simultaneamente em camundongos
e em células, de acordo com as
metodologias descritas nos itens 3.54 e
3.5.5, empregando-se diluigbes na base
dois, em ftriplicatas. O titulo de cada partida,
expresso em ECT, foi determinado pela
equagdo matematica e na correlacdo entre
os testes in vivo e in vitro, utilizou-se a
andlise estatistica de Spearman (Sampaio,
1998).

3.8. Teste de poténcia

3.8.1. Linhagem celular e meios solugoes
e reagentes

Para padronizacdo do teste de poténcia do
toxoide épsilon empregou-se a linhagem
celular MDCK, solugdao de EMEM com 5%
de SFB. Para coloragdo celular, utilizou-se
uma solugdo contendo 1g de cristal violeta,
500m! de Etanol PA e H,O (Milli-Q) qgsp
1000mI (Griffiths et al., 1994).

3.8.2. Soros testes

Foram empregados sete pools de soros de
coelhos imunizados com vacinas clostridiais,
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um pool de soros de coelhos imunizados
com toxéide padrdo épsilon (Ts), € um pool
de soros de coelhos inoculados com
solucdo salina 1% (Ty4), cedidos pelo
laboratorio de anaerobios. O soro anti-
epsilon padrdo, adquirido junto ao NIBSC,
foi diluido para conter 4, 10, 90 e 180Ul/ml.
Todos os soros testes foram identificados
por tratamentos (Tos, Taz. Tos, Tas, Tor, Tio,
Ti1, Tis, Tz, T[Scrc Padrac) 4UI/MI, T'Soro Padrac)
10Ul/ml, T‘.Scrc Padraa) S0Ul/ml e Tisore Padrao)
180U1/ml).

Os anticorpos neutralizantes dos soros
testes foram previamente titulados no
LANAGRO/MG, pelo teste de SNC, a um
nivel de teste L+/10 (menor quantidade de
toxina que quando misturada a 0,1Ul de
anti-toxina padrdao homologa causa morte
de 100% dos camundongos inoculados)
(European Pharmacopoeia, 1998).

3.8.3. Padronizagao da toxina épsilon

A toxina épsilon foi padronizada em
linhagem MDCK empregando-se nivel de
teste de L+/50 {menor quantidade de toxina
que quando riisturada a 0,02Ul de anti-
toxina padrao homologa causard 70% de
ECT). Diluigdes seriadas da toxina na base
dois foram distribuidas em placas de 96
pogos, 50ul por pogo. Para cada diluicdo
foram utilizadas oito repetigdes. Adicionou-
se em cada poco 50ul de anti-toxina épsilon
padrdo homdloga, contendo 0,02Ul. As
placas foram homogeneizadas
manualmente, por 30 segundos, e
incubadas a 37°C por uma hora, em estufa
umida com 5% de CO,. Apds esse periodo,
a cada poco adicionou-se 50ul de uma
suspensdo contendo 4 x 10° células, as
placas foram incubadas nas mesmas
condicdes anteriores, por mais 48 horas.
Apés o periodo de incubagdo, O
sobrenadante foi removido e a cada pogo,
foram adicionados 100ul de solucdo de
cristal violeta a 0,1% (Griffths et al., 1994).
Consideram-se os titulos ECTs, (Reed e
Muench, 1938) e ECTiye. Para a leitura
visual dos pogos considerou-se como efeito
nao citotoxico a destruicao celular abaixo de
30%.




Para a titulagdo dos soros em celulas, a
toxina APHIS (TA) e a toxina produzida
durante o experimento (TP) foram
padronizadas em nivel de teste L+/50,
utilizando-se soro padrdo homologo.

3.8.4. Teste de poténcia in vitro

Para a titulacdo de cada soro teste, em
placas de cultivo celular, foram feitas
diluicbes de 1:25 até 1:320, em
quadruplicata, com um volume de 50ul por
poco. A seguir, em cada pogo foram
adicionados 50ul da toxina padronizada.
Para o controle negativo (100% de células
viaveis) foram utilizados 50ul de EMEM em
substituicdo aos 50ul da toxina padronizada
e para o controle positivo (100% morie),
utilizou-se 50ul da toxina em substituicdo ao
soro teste. Da mesma forma, para o controle
dos soros, foram distribuidos em placas de
96 pogos 50ul dos soros testes nas
diluicbes de 1:2,5 até 1:20, substituindo-se
0s 50ul da toxina padronizada por 50ul de
EMEM com 5% SFB. Em seguida, as placas
foram homogeneizadas manualmente, por
30 segundos, e incubadas por 60 minutos a
37°C, em estufa umida com 5% de CO,.
Apds esse periodo, adicionou-se a cada
poco, uma suspensido contendo 4 x 10°
céiulas, as placas foram homogeneizadas e
incubadas, como descrito anteriormente, por
mais 48 horas. As placas foram coradas e
os titulos dos soros determinados como
descrito no item 3.8.3. Para averiguar a
repetibilidade do teste e sua concordancia
com a SNC, foram feitas trés repeticdes e
em quadruplicata, nas mesmas condigdes
citadas anteriormente.

3.8.4.1. Analise Estatistica

Para analise dos resultados empregou-se
uma correlagdo parametrica, através da
analise estatistica usando-se o quadrado de
Pearson (Sampaio, 1998).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de Clostridium perfringens
avaliadas pelo meétodo de  Gram,
apresentaram-se  puras, observando-se
somente bastonetes Gram positivos. No
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crescimento em 4agar SPS, as colbnias
mostraram-se enegrecidas indicando a
reacdo sulfito/redutor, caracteristica dessa
especie.

No teste de deteccdo de toxina, o
sobrenadante concentrado de cultura de
Clostridium perfringens tipo C tratado com
tripsina  ndo causou efeito letal aos
camundongos, ao contrario do
sobrenadante ndo tratado, que foi letal. O
sobrenadante concentrado da cultura de
Clostridium perfringens tipo D tratado com
tripsina foi letal para os animais, enquanto
0s animais inoculados com o sobrenadante
ndo tratado permaneceram vivos.

As inoculacbes em camundongos de
sobrenadante de culturas e conteudo
intestinal de animais com suspeita de
enterotoxemia, tratados e nao tratados com
tripsina, sdo consideradas boas ferramentas
para deteccdo de toxinas beta e épsilon.
Porém, para a tipificacdo dessas toxinas, o
método padrdo continua sendo a SNC
(Sterne e Batty, 1975)

Os animais inoculados com as misturas de
sobrenadante concentrado de cultura de C.
perfringens tipo C e anti-toxina beta, e
sobrenadante concentrado de cultura de
Clostridium perfringens tipo D e anti-toxina
epsilon, permaneceram vivos, confirmando
serem as toxinas beta e épsilon de C.
perfringens tipo C e D, respectivamente.

No bioensaio em camundongos, o titulo das
primeiras partidas de toxinas be: = e épsilon,
concentradas 10 vezes, foi de 4200DMM/m.
Na segunda partida de toxina épsilon,
concentrada 10 vezes, o titulo foi de
25600DMM/m.

Os diferentes titulos observados entre as
partidas de toxinas produzidas foram
provavelmente, devido ao cultivo de
Clostridium perfringens em sistema estatico
sem controle automatico de pH durante
incubacao, havendo apenas a calibragdo do
pH do MPT para 7,4, antes da inoculacao,
temperatura de 37°C e tempo maximo de
incubacdo de nove horas, em jarra de
anaerobiose.
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As avaliacdoes periodicas das partidas de
toxinas, pelo método do bioensaio em
camundongos, demonstraram que a toxina
beta mantida a -80°C conservou sua
atividade durante os 17 meses de duracdo
deste estudo. Este tempo foi superior ao
demonstrado por Sakurai e Duncan (1978)
que descreveram gque a toxina beta mantida
—20°C conservou sua atividade por 90 dias.

Os resultados obtidos neste trabalho,
sugerem que temperaturas mais baixas de
estocagem favoreceram a estabilidade das
toxinas, o que também foi observado por
Uzal et al. (2003) e Uzal (2004).

A toxina eépsilon mantida nas mesmas
condi¢des da toxina beta, apresentou menor
estabilidade com reducdo de 23,8% da
atividade toxica e reducdo do titulo para
3200DMM/mI, apés oito meses de
estocagem a —-80°C. Os resultados sugerem
que apesar de ter mantido sua atividade
téxica compativel com as provas realizadas
durante todo o periodo do experimento e
inalterada do oitavo até o 17° més, a toxina
épsilon € menos estavel que a toxina beta.

Os resultados do teste de sensibilidade das
seis linhagens celulares estudadas frente as
toxinas beta e épsilon encontram-se na Tab.
1.

Tabela 1. Teste de sensibilidade de linhagens celulares as toxinas beta e épsilon, em DMM/mI.

Limite de Sensibilidade (ECT)" (DMM/mI)*

Linhagens Celulares

Beta Epsilon

VERO 800-60 350-60

MDCK 400-100 3,0-1,0

L929 200-85 600-79

MDBK 800-14 830-260
CHO* Nenhum ECT observado* H*
EBTR* Nenhum ECT observado* S

* foram testadas concentragées de 0,5 a 1000 DMM/m;

** ensaio nao efetuado;
! efeito citotoxico

2 dose minima mortal/ml calculada em camundongos

Em relagdo a toxina verificou-se que a
linhagem celular mais sensivel foi a L9289, o
ECT foi observado nas concentragdes de 65
a 200DMM/mlI da toxina. Nas linhagens
celulares CHO e EBTr, concentragdes de
0,5 a 1000DMM/mI ndo causaram efeito na
monocamada celular. Os resultados
encontrados em relacdo as linhagens EBTr
e CHO divergem dos encontrados por
Knight et al. (1986) e Jovilet-Reynaud et al.
(1986), que observaram ECT nessas
linhagens. O segundo melhor resultado
observado foi com a MDCK, mas os
intervalos encontrados em DMM foram
bastante amplos e o0s niveis de
sensibilidade observados foram baixos. Nas
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demais linhagens os niveis de sensibilidade
foram semelhantes, com um intervalo de 14
a 800DMM/mI. Uma possivel explicagao
para esses resultados, em relacdo aos
niveis de sensibilidade in vivo, poderiam ser
os achados de Knight et al. (1990) que ao
avaliarem a neutralizagédo da acao da toxina
beta em linhagem celular MDCK,
empregando  anticorpos policlonais e
monoclonais, verificaram que oS anticorpos
monoclonais nao neutralizaram a atividade
citotoxica da toxina beta. Esses autores
concluiram que a atividade biolégica que
causa morte dos camundongos € acdo
dermonecrotica em cobaios € distinta
daquela que causa efeito citotoxico em




linhagem celular. Os resultados observados
sugerem a realizagao de novos estudos com
outras linhagens celulares.

A linhagem celular mais sensivel a toxina
épsilon foi a MDCK, em DMM/mI, foi 60
vezes superior a linhagem VERO que foi a
segunda em sensibilidade. Resultados
semelhantes foram obtidos por Payne et al.
(1994) que ao avaliarem 12 linhagens
celulares, observaram que somente a
MDCK foi sensivel a toxina épsilon, e Shortt
et al. (2000) ao avaliarem 17 linhagens
humanas e a linhagem MDCK, confirmaram
a maior sensibilidade da MDCK a toxina
épsilon.

A melhor explicagdo para justificar a maior
sensibilidade da linhagem MDCK a toxina
épsilon, é a sua origem de células epiteliais
renais, que apresentam também uma maior
sensibilidade in wvivo. O ECT esta
relacionado a presenga de receptores
especificos presentes na linhagem MDCK
(Petit et al., 1997; Boormann et al., 2001)
gue é entre as linhagens celulares, até hoje
testadas, a mais indicada para pesquisa da
toxina épsilon.

A toxina  épsilon  possui  diversas
propriedades biol6gicas que sao usadas
para demonstrar sua presenca, entre elas,
capacidade dermonecrotica, letalidade para
camundongos (Batty e Glenny, 1947;
Grinrer et al.,1956), alteragbes em drgaos
vitais (Nagahama e Sakurai, 1991) e ECT
para a linhagem MDCK (Payne et al., 1994).

O uso de linhagens celulares para estudar
os efeitos in wvitro e o conhecimento do
mecanismo de acdo da toxina sao
importantes passos no desenvolvimento de
métodos alternativos, que possibilitem a
diminuicdo dos custos para o diagndstico
laboratorial dessa clostridiose.

Na padronizagdo da titulacdo da toxina
épsilon em células MDCK, os valores
observados nas doze repetigdes (Tab. 2)
foram expressos em um fator de correcédo
(FC), que correspondeu ao valor da D.O.
observado para cada concentracdo de
toxina, dividido pelo valor da D.O. do
controle negativo (monocamadas que néo
receberam toxinas). Optou-se pela utilizagdo
do FC para minimizar as variagdes nas
concentracdes de celulas/pocos que podem
ocorrer de ensaio para ensaio. Como esse &
um método muito sensivel, essas variagdes
podem ser significativas. Como exemplo,
observou-se que as meédias dos valores dos
controles negativos em trés ensaios, em
diferentes dias, foram em D.O: 1,0; 0,9;
0,98; 0,89. A solucdo de VN cora os
lisossomas de células viaveis e quanto
maior o numero de ceélulas vivas maior foi a
fixacdo do corante, consequentemente
maior a densidade o6ptica (D.0O.).

A partir dos dados da, Tab. 2 foi construido
o grafico (Fig. 1) e estabelecida a melhor
equagao que representou o fendmeno
biolégico observado.

21




Tabela 2. Titulacdo de toxina épsilon em células MDCK - valores de D.O. obtidos em 12
repeticbes de cada concentracéo

DMM/ml 3,00 2,50 2,08 1,736 1,446 1,205 1,004 C- C+
0,104 0120 0,283 0,536 0,550 0,734 0,862 1,003 0,005
0,087 0,142 0,268 0,523 0,862 0.708 0,962 1,037 0,003
0,101 0,156 0,258 0,590 0.650 0.747 0,912 1,031 0,002
0,128 0,261 0,424 0,527 0.632 0.802 0,939 1,055 0,006
0,102 0,173 0,378 0,626 0.700 0.780 0,960 1,003 0,003
0,103 0,249 0434 0,646 0.693 0.767 0,972 1,076 0,004
0,122 0,140 0,354 0,530 0,717 0,866 0,976 1,086 0,002
0,112 0,183 0,441 0,568 0,710 0,865 0,986 1,022 0,004
0,102 0,214 0,598 0,645 0,788 0,891 0,983 1,088 0,003
0,204 0,278 0,644 0,504 0,770 0,888 1,028 1,072 0,004
0,107 0,142 0,577 0,538 0,759 0,874 0,983 1,063 0,001
0,089 0,109 0,638 0,496 0,745 0,885 0,985 1,054 0,004
MD 0,113 0,180 0,441 0,560 0,716 0,817 0,962 1,0492 10,0034
DP 0,030 0,057 0,142 0,053 0,050 0,068 0,042 0,0299 0,0014
FC 0,108 0,172 0,420 0,534 0,682 0,7790 0,917 1,000 0,0033
DMM/mI = dose minima mortal calculada em camundonge
MD = media dos valores das D.O;
DP = desvio padréo;,
FC = D.C. da média/1,0492 (médias de C-).
C+ = controle positivo
C- = controle negativo

1

0,8 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3
DMM

Figura 1. Representacdo das médias dos valores, em DMM, observados nas 12 repeticoes de
cada concentragdo de toxina épsilon em relacdo ao FC
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O modelo linear foi a equacdao que melhor
demonstrou 0 fendmeno bioldgico
observado sendo representado  pela
equacao matematica: ECT=0,31-0,23 x FC.
A equacao é valida para FC entre 0,1 e 0,8,

™
A
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para esses valores o modelo matematico
pode ser adotado, apresentando R’ = 0,97.
Quando valores hipotéeticos de DMM foram
aplicados a curva, uma alta correlacdo foi
observada (Tab. 3).

Tabela 3. Estimativa do efeito citopatico in vitro baseada nos ensaios in vivo expressos em

DMM, para pesquisa da toxina épsilon

\)E' VE ('@

DMM/0,1ml Estimativa FC (D.O.)
0.3 0.285137 0,1081
0.25 0.270417 0,1721

0,208 0,213239 0,4207
0,1736 0,191711 0,5143
0,1446 0,152933 0,6829
0,1205 0,130807 0,7791
0,1004 0,099021 0,9173

ECT=0,31-0,23 x FC=a x b x 10 = DMM/ml, R*: 0,97

DMM= dose minima mortal calculada pelos limites estipulados in vitro;

Estimativa= DMM estudada pela férmula matematica

FC= D.O. das estimativas/D.O. controle negativo (100% células viaveis)

a= valor extraido da equagdo matematica

b= diluicdo da toxina que expressou D.O. nos intervalos considerados para a diluigao

Entre as diluicdes dos sobrenadantes das
culturas de C. perfringens tipo D, utilizadas
para titulagdo de toxina épsilon, foram
selecionados os fatores de corregdo que
apresentaram-se entre 0,1 e 0,9. Esses
valores foram aplicados na equacgdo
matematica estabelecida e o valor
encontrado (expresso em ECT 100%/ml) foi
multiplicado pela respectiva diluigdo. Para

A Tab. 4 mostra um exemplo de titulacdo de
toxina épsilon de sobrenadante de culturas
de Clostridium perfringens tipo D, com titulo
de 100DMM/mlI em camundongos. Para
calculo do titulo em ECT 100%/ml, os
valores selecionados de FC foram somados
e divididos pelo numero de pontos
selecionados obtendo-se assim a meédia in
vitro.

4

se encontrar o titulo em ECT 100%/ml o
valor obtido foi multiplicado por 10.

Tabela 4. Titulagdo de toxina épsilon em MDCK

DIL. 100 200 400 800" 1000" 2000 4000
D.O. 0071 0072 0,073 0,196 021 1,14 1,158
D.O. 0,064 0,067 0,073 0,214 0,217 1,107 1,093
D.O. 0,062 0,068 0,079 0,184 0,215 0888 1,241
Média 0,066 0,069 0,075 0,198 0,214 1,045 1,164
DP 0,005 0,003 0,003 0,015 0,004 0,137 0,074 O,
FC. 0,064 0,067 0,073 0,193 0,209 1021 1,137 100

ECT=0,31-0,23FC 0,295 0,294 0,293 0,265 0,2619 0.0751 0,0484 - B
Valores (ECT/ml) 2952 5889 11725 2124,0 2619,1 1503.8 1938,1 = -

" leituras no intervalo definido pela equacgéo, entre 0,1 e 0,9.

Dil= diluicdo da toxina épsilon; D.O.= densidade cptica;, DP= desvio padrao; ECT= efeito citopatico; FC=
fator de corregao

C+: células mais toxinas, C-: células mais meio MEM
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Os resultados obtidos nas titulagdes de diferentes sobrenadantes deculturas de Clostridium

perfringens tipo Cestdo na Tab. 5.

Tabela 5. Titulos de toxina épsilon em dose minima mortal (DMM/mI) e efeito citopatico

(ECT/ml)

Titulagao in vivo'

Titulos maximo e minimo

Média in vitro® Meédia in vivo/média

(DMM/ml) obtidos in vitro’ (ECT/mI) (ECT/ml) in vitro

25600 18937-54751 38318 0,66
4200 4087 4087 1,02
3072 2878-4432 3655 0,84
2300 2249-1404 1859 1,23
2100 2124-2619,1 2371,55 0,88
1535 1152-2394 1854 0,82
850 823-1063 1024 0,83
768 573-1134 893 0,86

100 54-66 60 06

' valores determinados por bioensaio em camundongos

2 valores de ECT 100%/ml para a célula MDCK obtido pela equagao (ECT=0,31-0,23 FC).

> média dos valores dos FC entre 0,1 e 0,9.

Pode-se observar que os titulos obtidos in
vitro variaram em relagdo aos titulos
expressos em DMM/mI, determinados em
camundongos. Comparando-se a média dos
valores obtidos na titulacdo em celulas,
expressos em ECT/ml, e os titulos
estabelecidos in vivo, observa-se uma
correlacdo de 98,33% entre os testes,
calculado pelo método de Spearman. Nota-
se que apesar dos titulos ndo serem
exatamente iguais ha uma correspondéncia
entre DMM/ml e ECT/mI. O teste em cultura
de células acompanhou a tendéncia dos
titulos in vivo mostrando que os fenémenos
biolégicos observados in vivo € in vitro sao
0S Mesmos.

O teste padronizado neste trabalho pode ser
utilizado para a titulacdo de sobrenadantes
de culturas e toxinas concentradas. Essa
técnica podera ser usada na triagem de
sobrenadantes de culturas de C. perfringens
tipo D, utilizados na producédo de toxdides,
em substituicAdo ao bioensaio em
camundongos. Além disso responde aos
anseios bioéticos dispensando, ou pelo
menos, diminuindo o numero de
camundongos empregados para esse fim.
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Os resultados obtidos permitem inferir que a
metodologia, desenvolvida neste trabalho,
podera ser empregada no diagnostico de
enterotoxemia causada por C. perfringens
tipo D, em substituicdo a soroneutralizacdo.

Neste trabalho foi, também, padronizado o
teste de soroneutralizacdo para titulagdo de
anticorpos anti-toxina épsilon em células
MDCK. A partir de uma toxina padronizada
no nivel de teste L+/50 (menor quantidade
de toxina que quando misturada a 0,02Ul de
anti-toxina padrdo homdloga causard pelo
menos 70% de ECT), foram testados soros
com titulos, previamente conhecidos,
obtidos em provas de soroneutralizacdo em
camundongos.

Para se determinar o ponto de corte foram
observadas diversas variaveis, durante os
procedimentos de padronizagdo do teste,
entre as quais citam-se o tempo de leitura
de 24 ou 48 horas, concentragdes de 2,5 a
4 x 10" células por pogo, observacdo do
ECT por microscopia ou coloracdo pelo
cristal violeta e percentagem de destruicdo
da monocamada. Nos inumeros ensaios
realizados constatou-se que o melhor tempo
de leitura do teste foi de 48 horas apos
incubagcdo e a melhor concentragao de
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células por pogo foi de 4 x 10°. Quanto ao
ponto de corte, considerou-se a maior
diluicdo do soro onde observou-se 70% de
ECT na monocamada, determinado
visualmente ap6s coloragdo com solugdo de
cristal violeta a 1%. O uso da solucdo de
cristal violeta a 1% permitiu uma leitura
visual rapida sem necessidade do uso de
microscopio e também possibilitou o
armazenamento das placas por tempo
indeterminado.

Na leitura, os pocos dos soros testados que
apresentaram destruicdo na monocamada
de células inferior a 70% foram
considerados negativos e valores iguais ou
superiores a 70% foram considerados
positivos. Os titulos dos soros testados
foram calculados pelo método de Reed e
Muench (1938) e de forma direta, pela maior
diluicdo do soro teste, onde houve 100% de
destruicdo da monocamada de células.

Os critérios adotados na padronizacdo do
teste diferem dos empregados por Knight et
al. (1990) que utilizaram uma concentragao
celular de 2,5 x 10% células/50ul, com tempo
de leitura variando entre 24 horas até seis
dias e, consideraram como ponto de corte,

90% de ECT na monocamada observados
por microscopia.

Nove pools de soros de coelhos vacinados
e soros hiperimunes, previamente titulados
in vivo, foram submetidos ao teste de
poténcia in vitro e apresentaram titulos anti-
toxina épsilon, com valores variando de 0 a
180,8UI/ml (Tab. 6).

A repetibilidade dos ensaios in vitro foi
importante para estabelecer a padronizacdo
do teste. Nas triplicatas de cada pool/ de
soros testados em diferentes datas,
observaram-se praticamente 0s mesmos
resultados para 0s anticorpos
neutralizantes, no ensaio in vitro, quando
comparados ao método padrdo de SN em
camundongos.

Foram observados que nos nove pools de
soros testados in vifro, sete nao
apresentaram titulos e dois apresentaram
titulos entre 7.0 e 11,3 Ul/ml. Nos quatro
testes realizados com soro padrido (SP) os
titulos foram de 2.8, 10.28, 90.4, 180.8Ul/mlI
respectivamente. Nos soros testes T.,, Tis,
Tg1, Tg3, Tos, Tos € Ts7 ndo foram detectados
anticorpos em nenhum dos testes
empregados (Tab. 6).

Ao comparar os resultados dos testes SN in
vitro para ECTsys, aos dos testes de SN in
vivo pela correlagdo de Pearson, observou-
se concordancia de 99,73% entre esses
testes. A correlagdo observada no teste de
SN in vitro avaliando ECTspy, € ECT 105, fOi
de 99,53%. A repetibilidade da SN in vitro
para ECTsp, teve um nivel de significancia
de 99,97% e de 99,91 ECTmu%. O dados
apresentados demonstraram que a titulagdo
baseada na observacdo do efeito citotoxico
de filtrados de C. perfringens tipo D mede a
mesma entidade da SN em camundongos
(Knight et al., 1990).

Um método desenvolvido por Knight et al.
(1990) para a avaliagdo da poténcia de
toxoide épsilon em linhagem celular MDCK,
apresentou bons resultados em relacdo a
sensibilidade e uma correlagdo de 91% com
0 teste de SNC. Esse autores
demonstraram que, o teste utilizando
linhagem celular foi mais sensivel do que os
métodos in vivo (teste dermonecrético em
cobaios e SNC). Com o nivel de teste L+/50
0 método de SN em linhagens de células
MDCK detectou menor quantidade de anti-
toxina épsilon quando comparado com a
SNC, permitindo a detecgdo de 0,4Ul/ml, 2,5
vezes superior ao teste in vivo,
empregando-se o nivel de teste
recomendado pela European
Pharmacopoeia (1998).
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Tabela 6. Titulo em Ul/ml de anti-toxina épsilon em pool de soros de coelhos e soro padrao
pela técnica de SN em camundongos em linhagem de células MDCK

Soros SN M SN ECTsu-,r, M ECT-:),::&, DP DLso-/, ECTmn',f. M ECTwo',f. DP ECTquo-,g
in vivo  in vivo

TO1 0 0

o
o

T03 0 0

TO5 0 0

O 0O o0 0O 00 O0O0oOo0o
(8]
o

T06 0 0

TO7 0 0

T10 0 0

(o]
o
ooooo ooo%ooo;oooéooc}.ooo
)
o

T17 0 0 0 0 0

T15 8e16 12 11,3
11,3
™1 4e8 8 5,6
9,8
SP4UIl/mI 2e4 3 2,8
2,8
SP10UlI/mlI 8e 16 12 9.3 10,28 0,98 27,09 26,2 1,43
11,27 27,09
SPROUImMI 90-110 100 904 804 o qgo Qg ¢
90,4 180
©180.8 0
SP180UI/mI 180-200 190 180,8 180.8 0 360 360 0
180,8 360
SN= soroneutralizagao; ECT= efeito citopatico; M= média: DP= desvio padrao; SP= soro padrao, T= tratamento
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Este estudo mostrou a possibilidade de se
detectar anti-toxina épsilon de forma
precisa, sensivel, pratica, rapida e sem o
uso de camundongos. O metodo de SN in
vitro em linhagem de célula MDCK,
padronizado neste experimento,
demonstrou ser uma opg¢ao viavel para
substituir o método in vivo no teste de
poténcia de wvacinas clostridiais que
contenham em sua composicdo toxodide
épsilon. Os resultados demonstraram alta
correlag@o entre testes in vifro e in vivo 0s
valores do ECTsw, € ECTipe, foram
estatisticamente equivalentes ao teste
padrao in vivo (Tab. 6).

As vantagens da padronizacdo desse teste,
utilizando-se um modelo indicador de
citotoxicidade in vitro para toxina épsilon,
estdo em observar e estudar a atividade
biolégica da toxina, 0 que nao € possivel
com outras técnicas como ELISA e IDGA.
Além disso, a linhagem MDCK, 0s meios e
reagentes quimicos, encontram-se
disponiveis no mercado.

A utilizacdo da SN in vitfro na avaliacdo de
poténcia de vacinas que contém toxoide
épsilon, evitara o uso de animais, como
modelos indicadores de letalidade e
dermonecrdtico. A observacdo da acdo
biolégica da toxina épsilon em linhagem
MDCK oferece um indicador alternativo
vélido para titulagbes de anti-toxina epsilon.

5. CONCLUSOES

O meétodo padronizado in vifro com a
utilizacdo da equacdo matematica ECT =
0,31 — 0,23 x FC pode ser usado na
titulagdo de sobrenadantes de culturas
toxigénicas de Clostridium perfringens tipo
D.

O teste de SN in vitro padronizado em
linhagem celular, pode ser usado como um
meétodo alternativo a SNC para a avaliagéao
de poténcia de toxoides épsilon de
Clostridium perfringens tipo D.
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