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RESUMO

Realizaram-se estudos de casos de mionecroses causados por Clostridium chauvoel,
Clostridium septicum e Clostridium sordellii, utilizando diferentes meétodos laboratoriais. Fez-se
estudo retrospectivo, empregando o complexo imunoenzimatico estreptavidina-biotina
peroxidase, em amostras clinicas parafinizadas de 33 casos de bovinos e suinos com suspeita
clinica de mionecroses. Padronizou-se uma técnica de PCR multiplex para deteccéo de C.
chauvoel e C. septicum e, realizaram-se seqlenciamento e analise filogenética de cinco
isolados de campo e quatro sementes vacinais de C. septicum. No estudo retrospectivo,
detectaram-se: C. chauvoei, C. septicum, C. chauvoei mais C. septicum, C. chauvoei mais
Clostridium novyi tipo A e C. chauvoel mais C. sordellii em 21, oito, dois, um e um casos,
respectivamente. A tecnica de PCR multiplex amplificou eficientemente seqléncias génicas de
C. chauvoei e C. septicum, apresentando sensibilidade de 45pg/ul e 30pg/uL,
respectivamente. Nao foram observadas reagdes cruzadas com outras espécies de clostridios,
outras espécies bacterianas e, entre ambos os agentes. Pelo seqlienciamento e analise
filogenetica, observou-se a existéncia de dois diferentes grupos de C. septicum.

Palavras-chave: mionecroses, estudo retrospectivo, PCR multiplex, seqlenciamento, analise
flogenética.

ABSTRACT

A study of natural cases of myonecroses by Clostridium chauvoei, Clostridium septicum and
Clostridium sordelli was performed. In addition, a retrostrospective study employing the
streptavidin-biotin peroxidase technique was made on formalin-fixed, paraffin-embedded tissues
of 33 field cases from cattle and swine suspected of myonecrosis. A multiplex PCR technique
for the detection of C. chauvoei and C. septicum was standardized, and sequencing and
phylogenetic analyses of five isolates and four vaccine strains of C. septicum was made. The
results of the retrospective study revealed the presence of C. chauvoei, C. septicum, C.
chauvoei plus C. septicum, C. chauvoei plus Clostridium novyi type A and C. chauvoei plus C.
sordellii in 21, eight, two, one and one cases, respectively. The multiplex PCR technique
showed to be efficient for amplifying genomic sequences of C. chauvoei and C. septicum
isolates, presenting a sensitivity of 45pg/uL and 30pg/uL, respectively. No cross reactions were
observed to other Clostridia, other bacterial species or between both agents. By the sequencing
and phylogenetic analyses, the existence of two different genotypic groups of C. septicum was
determined.

Key-words: myonecrosis, retrospective study, multiplex PCR, sequencing, phylogenetic
analysis.
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1. INTRODUGAO GERAL

As clostridioses compreendem o grupo de
infecgées e intoxicagbes freglientemente
fatais, causadas por bactérias anaeroébias
do género Clostridium. Nesse grupo, as
mionecroses representadas pelo carblnculo
sintomatico e a gangrena gasosa, resultam
da multiplicagao e producdo de toxinas por
bactérias desse género, geralmente na
musculatura e tecido subcutdneo dos
ruminantes e outras espécies animais, com
consequente lesdao local e toxemia. QO
carbunculo sintomatico tendo como agente
etiologico Clostridium chauvoei, nos bovinos
e considerado uma doenga “enddgena” e
nos ovinos & frequentemente de origem
exogena. Em contraste a gangrena gasosa,
e uma infecgdo “exdgena” podendo ser
causada por Clostridium septicum, C.
chauvoei, Clostridium sordellii, Clostridium
novyi tipo A e C. perfringens tipo A (Lobato
e Assis, 2000).

Os prejuizos econdémicos advindos das
mionecroses sao dificeis de serem
avaliados, em razdo da escassez de dados
disponiveis, entretanto, devido a alta
letalidade estima-se que sejam altos. Dentre
as clostridioses, as mionecroses sao ainda
as que acarretam maiores perdas para os
pecuaristas no Brasil. Durante o periodo de
1970-1979, em 2082 materiais suspeitos de
mionecroses enviados ao Instituto Biologico
de Sdo Paulo, foram encontrados 10,45%
de amostras positivas para C. chauvoei e C.
septicum (Baldassi et al., 1985). Em Minas
Gerais, o carbunculo sintomatico e a
gangrena gasosa atingiram o maior indice
de mortalidade entre as doengas 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, entre janeiro de 1990 a
agosto de 2004, foram registrados de
acordo com o Servigo de Sanidade Animal
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), 14895 casos de

mionecroses (Solange Olinda, comunicagdo
pessoal)’.

Apesar do numero de animais afetados ser
elevado, a maioria dos diagnodsticos :do
baseados apenas em dados clinicos e/ou
lesdes de necropsia, nao sendo
determinada a etiologia dos agentes
envolvidos.

Existem no pais poucos trabalhos sobre o
diagnostico etiolégico das mionecroses, e
esses diagnosticos foram feitos por meio de
isolamento, caracterizagdo morfolégica e
provas bioquimicas. Correa et al. (1980),
isolaram C. chauvoel, C. septicum, C.
perfringens (sem relato do tipo) e C.
perfringens atuando em associagdo com C.
sordellii. Entretanto, C. chauvoei e C.
septicum, apresentam alta similaridade nas
reacOes bioquimicas e em meio solido, C.
chauvoei pode ter seu crescimento inibido
pelo C. septicum, dai a importancia das
tecnicas de imunofluorescéncia direta (IFD),
imunohistoquimica (IHQ) e reagcdo em

cadeia da polimerase (PCR), que
apresentam maior rapidez e podem
apresentar maior acuracia quando

comparadas ao isolamento.

No Brasil sdo produzidas em torno de 140
milhdes de doses de vacinas clostridiais a
cada ano, sendo a maior parte delas com
multiplos antigenos. Existem vacinas que
em uma unica dose sdo administrados até
nove diferentes tipos de bacterinas efou
toxoides. A utilizagdo de vacinas com
multiplos antigenos € desejavel, mas devem
ser eficientes e conterem em sua
composicao os antigenos dos agentes mais
prevalentes no nosso meio, considerando
gue quanto mais antigenos se agrega a
cada vacina mais onerosa ela se torna.
Algumas vacinas produzidas no Brasil,
quando avaliadas nos testes de poténcia
nao tiveram eficiéncia comprovada. Cias
(2003) e Lobato et al. (2004) ao avaliarem a
poténcia de vacinas contra C. septicum e C.

' Solange Olinda. Comunicagdo pessoal 2004
(Servico de Sanidade Animal —SSA/DFA/MG),
Minas Gerais, Brasil.
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sordellii, respectivamente, verificaram que a
grande maioria das vacinas testadas néo
foram eficientes. Além disso, somente as
bacterinas para C. chauvoei e toxoides
botulinicos C e D, s&o sistematicamente
controladas por parte do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Quanto & ocorréncia das
mionecroses, pouco se conhece sobre a
distribuicdo dos agentes nas diversas
regibes do pais, em razdo da baixa
frequéncia de diagnosticos laboratoriais
realizados.

16

Diante do exposto, este trabalho teve por
objetivo, realizar diagnoéstico laboratorial de
casos clinicos no periodo; fazer um estudo
retrospectivo das mionecroses no Brasil;
padronizar uma PCR multiplex para
deteccado de C. chauvoei e C. septicum, e
realizar um estudo molecular comparando
seqgliéncias parciais de nucleotideos e
aminoacidos do gene que codifica a toxina
alfa de C. septicum.




CAPITULO 1

2. IDENTIFICAGAO DE Clostridium septicum, Clostridium chauvoei E Clostridium
sordellii EM CASOS CLINICOS
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2.1. Surto de gangrena gasosa em bovinos
RESUMO

Este relato descreve um surto de gangrena gasosa em bovinos em Itacarambi, Minas Gerais,
Brasil, resuitando em alta mortalidade. Em um rebanho de 500 bovinos da raca Nelore com
idade variando entre 14 a 18 meses, morreram 58 animais (11,6%), 30 dias apo6s terem sido
vacinados contra doengas clostridiais, raiva e febre aftosa. Clostridium septicum foi isolado em
cultura pura e detectado pela técnica de imunofluorescéncia direta em impressées de musculo
da area de vacinacdo e figado dos quatro animais necropsiados.

Palavras-chave: bovinos, gangrena gasosa, Clostridium septicum, imunofluorescéncia direta
ABSTRACT

This report describes an outbreak of gas gangrene in cattle in Itacarambi, Minas Gerais, Brazil,
resulting in high mortality. In a herd of 500 Nelore calves of ages varying between 14 and 18
months, 58 animals (11.6%) died 30 days after having been vaccinated against clostridial
diseases, rabies and foot and mouth disease. Clostridium septicum was isolated in pure culture
and was detected by fluorescent antibody testing in the muscle smears from the vaccination
area and in the liver of four necropsied animals.

Key-words: cattle, gas gangrene, Clostridium septicum, fluorescente antibody technique
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INTRODUGAO

O carbunculo sintomatico e a gangrena
gasosa sdo clostridioses altamente fatais
causadas por bactérias do género
Clostridium, que afetam geralmente a
musculatura e tecido subcutaneo de
ruminantes e outras espécies animais
(Sterne e Batty, 1975).

O carbunculo sintomatico @ uma infecgéo
“endégena” causado por  Clostridium
chauvoei (Gyles, 1993). Em contraste, a
gangrena gasosa € considerada uma
infecgéo “exogena” produzida por ou mais
dos seguintes microrganismos: Clostridium
septicum, C. chauvoei, Clostridium novyi
tipo A, Clostridium sordelfii e Clostridium
perfringens tipo A (Sterne e Batty, 1975).
Esses microrganismos entram no corpo dos
animais atraves de feridas na pele ou
membranas mucosas decorrentes de
castragdes, tosquias, sangrias e partos
(Smith, 1984, Morris et al., 2002a).

Em varias partes do mundo, C. septicum é o
principal agente responsavel pela gangrena
gasosa em bovinos. No Brasil, ambos C.
septicum e C. chauvoei, atuando
isoladamente ou em associagdo, sd&o 0s
agentes mais freqlientemente relatados
como causadores de gangrena gasosa
(Baldassi et al.,1985). Em Minas Gerais,
segundo o Servigo de Sanidade Animal do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, foram registrados no
periodo de janeiro de 1990 a agosto de
2004, 14.895 casos de carbunculo
sintomatico e gangrena gasosa (Solange
Olinda, comunicagdo pessoal). Entretanto,
apesar do grande numero de casos, ©
diagnostico etiolégico das mionecroses no
Brasil, & escasso (Correa et al., 1980;
Baldassi et al.,, 1985), sendo a maioria,
baseados somente nos achados clinicos e
de necropsia.

Este trabalho tem por objetivo, relatar um
surto de gangrena gasosa em bovinos em
ltacarambi, Minas Gerais, Brasil,
relacionado & prévia vacinagdo contra
clostridioses e outras doengas.

MATERIAL E METODOS

Em um lote de 500 bovinos da raga Nelore
de 14-18 meses de idade vivendo sob
condigbes extensivas, morreram 58 animais
(11,6%), com sinais clinicos sugestivos de
mionecroses. Os animais foram vacinados
contra clostridioses com uma vacina
contendo C. septicum dentre outros
clostridios aos 4-6 meses de idade. Trinta
dias antes do surto, receberam um booster
contra clostridioses com outra vacina
contendo C. septicum, bem como foram
vacinados contra raiva e febre aftosa. O
anti-parasitario cipermetrina na
apresentagédo  pour-on, foi tambem
administrado no dorso dos animais no
mesmo dia da vacinagao. As vacinas foram
aplicadas na regido cervical por Vvia
subcutdanea, empregando uma agulha
inicialmente estéril para cada 40 animais.
Néo foi feita desinfeccao da pele do sitio
vacinal. As vacinas contra clostridioses e
raiva continham como adjuvantes, hidroxido
de aluminio e a vacina contra febre aftosa,
adjuvante oleoso. Antes da morte, os
animais apresentaram dificuldades para
caminhar, depressdo e recumbéncia. A
maioria morreu em um periodo de 24 horas
apds o inicio dos sinais clinicos e poucos
sobreviveram ate trés dias.

Quatro  animais  foram necropsiados
aproxidamente cinco horas apés a morte por
um veterinario de campo. Amostras do
musculo da area da vacinagdo (MAV),
figado, coragédo e pulmdo  foram
assepticamente colhidas e submetidas sob
refrigeragéo ao Laboratério de Anaerodbios
da Escola de Veterinaria da UFMG, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil. As
amostras foram assepticamente cultivadas
em agar sangue e em caldo Tioglicolato
(Barcelona, Dignolab, Espanha) e
incubadas em atmosfera de anaerobiose a
37°C por 48 horas. Impressées desses
espécimes clinicos . foram coradas pelo
Gram e por uma técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD) conforme
Assis et al. (2001), usando conjugados anti-
C. septicum, C. chauvoei, C. sordellii, C.
novyi tipo A e C. perfringens tipo A.
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Amostras de referéncia desses clostridios
foram usadas como controle na técnica de
IFD. Amostras adicionais do MAV foram
assepticamente maceradas e inoculadas em
cobaias (Cavia porcellus) por via
intramuscular conforme Shapton e Board
(1971). Os animais foram observados por
dois dias e ao apresentarem sinais clinicos,
foram necropsiados. Amostras do musculo
da area de inoculacdo e figado foram
obtidas e processadas como descrito para
os bovinos. Amostras das vacinas foram
submetidas ao Laboratério Regional de
Apoio Animal do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (LARA), Pedro
Leopoldo, Minas Gerais, Brasil para testes
de esterilidade e inocuidade (Brasil, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A necropsia, todos os bovinos apresentaram
grandes areas irregulares de coloracéo
vermelho-enegrecidas no MAV (Fig. 1).
Foram também observadas, hemorragias
sub-epicardiais e congestdes pulmonares e
hepaticas. Bastonetes Gram positivos,

pleomérficos, esporulados ou  ndo,
identificados como C. sepficum pela IFD
foram vistos a partir das impressdes do
MAV e figado. Cada conjugado corou
apenas a amostra  correspondente.
Resultados semelhantes foram obtidos a
partir de esfregacos de cultivo do MAV e
figado em agar sangue quando corados
pelo Gram e IFD. As cobaias apresentaram
sinais clinicos 14-18 horas apés a
inoculagdo, consistindo de depressao e
aumento de volume do sitio de inoculagédo
dos macerados. Esta area estava quente,
crepitante e de coloragdo violacea. A
necropsia, severo edema muscular e
subcutaneo foram observados. Bastonetes
grandes, Gram positivos, pleomérficos,
esporulados ou nao, foram visualizados a
partir de impressdes dos espécimes clinicos
desses animais. Profusa cultura pura de C.
septicum foi obtida a partir do cultivo do
musculo da area de inoculagdo em agar
sangue.

As vacinas foram consideradas estéreis e
indbcuas.

Figura 1. Musculo da area de vacinagdo apresentando grandes areas irregulares de coloragao

vermelho-enegrecidas.
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Com base nos achados patolégicos e
microbiolégicos,  permitiu-se  firmar o
diagnostico de gangrena gasosa por C.
septicum. IFD em impressoes de tecidos, €
considerada suficiente para o definitivo
diagnostico das mionecroses (Sterne e
Batty, 1975).

De acordo com a historia do caso, as Unicas
feridas que ocorreram nos  animais
acometidos, foram as vacinagbes realizadas
30 dias antes do surto. Isto &
surpreendente, pois usualmente o periodo
de incubagao da gangrena gasosa € de 1-3
dias (Smith, 1984). Entretanto, ndo se pode
descartar a possibilidade da ocorréncia de
outras injurias nesses animais e que nao
foram detectadas durante o exame post-
mortem.

E provavel que o adjuvante oleoso da
vacina contra febre aftosa tenha protegido
os esporos do agente, formando um
granuloma asseptico e condigdes de
anaerobiose ocorreram somente 30 dias
apos o booster wvacinal. Tem sido
demonstrado que esporos de varias
espécies de clostridios apresentam um
aumento da resisténcia no meio ambiente,
quando suspendidos em oleo (Ababouch e
Busta, 1987). A maioria dos adjuvantes
oleosos das vacinas sdo irritantes
(Harwood, 1984), gerando granulomas
crénicos no sitio vacinal. Harwood (1984)
relatou quatro incidentes separados de
mionecroses em bovinos devido a injegao
de varias drogas ndo antibidticas e relatou
que a natureza irritante de muitas
preparagoes usadas comumente poderdo
também produzir acentuadas irritagdes
locais.

E provavel que C. septicum ou esporos do
agente estavam presentes na pele dos
animais e/ou meio ambiente, e foram
admitidos para o interior dos tecidos
muscular e subcutdneo dos mesmos
durante o procedimento vacinal. Morris et al.
(2002a), relataram um caso de gangrena
gasosa em ovinos, no qual o fator
predisponente para a ocorréncia da doenga
nos animais, foi a sangria de rotina realizada
na veia jugular para exame de brucelose.
Os microrganismos envolvidos foram
suspeitos de estarem no meio ambiente ou
na pele da regido da veia jugular.

Os animais deste estudo foram vacinados
contra C. septicum; a presenga do agente
na infecgdo, poderia estar relacionada a um
procedimento vacinal inadequado, a falta de
resposta imune individual, a uma alta carga
de esporos no meio ambiente, e/ou & pobre
qualidade das vacinas empregadas. No
Brasil, somente vacinas para C. chauvoei e
Clostridium botulinum tipos C e D, séao
sistematicamente controladas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento; em Porto Alegre, Rio
Grande do Sul e Pedro Leopoldo, Minas
Gerais, respectivamente, e o0s demais
antigenos sao deixados a cargo dos
Laboratorios fabricantes.

Este relato reforga a necessidade de se ter
estritas medidas de higiene durante
procedimentos que geram feridas, de um
cuidadoso manejo dos animais para evitar
traumas e uma apropriada vacinagdo para
prevencado da gangrena gasosa.
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2.2. Surto de mionecroses em ovinos por Clostridium chauvoei apos vacinagao
contra linfadenite caseosa

RESUMO

Este relato descreve um surto de mionecroses em ovinos em Santa Terezinha, Bahia, Brasil,
resultando em alta mortalidade. Em um rebanho de 500 ovinos da raga Santa Inés de 10-12
meses de idade vivendo em condigdes extensivas, morreram 58 animais (11%) entre 12 a 96
horas apos serem vacinados contra linfadenite caseosa. Os mesmos ndo foram vacinados
contra clostridioses. Clostridium chauvoei foi isolado em cultura pura, bem como foi identificado
por uma técnica de imunofluorescéncia direta e também por uma técnica de PCR especifica
para este microrganismo a partir dos espécimes clinicos avaliados. As provaveis causas do
surto, sdo discutidas.

Palavras-chave: ovinos, mionecroses, Clostridium chauvoei, imunofluorescéncia direta, PCR
ABSTRACT

This report describes an outbreak of clostridial myonecrosis in sheep in Santa Terezinha, Bahia,
Brazil, resulting in high mortality. In a flock of 500, 10-12-month old Santa Inés sheep kept
under extensive grazing conditions, 58 animals (11%) died 12 to 96 hours after being
vaccinated against caseous lymphadenitis. The animals had never been vaccinated against
clostridial diseases. Clostridum chauvoei was isolated in pure culture and identified by a
fluorescent antibody technique and by a PCR technique specific for this microorganism. The
probable causes (pathogenesis) of the outbreak are discussed.

Key-words: sheep, myonecrosis, Clostridium chauvoei, fluorescent antibody technigue, PCR
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INTRODUGAO

Carblnculo sintomatico e gangrena gasosa
sdo doengas de bovinos, ovinos e outras
espécies animais, conhecidas como
Mionecroses.

Carbunculo sintomatico, produzido por C.
chauvoei, € uma condi¢do freqiientemente
descrita em bovinos (Sippel, 1972; Sterne e
Batty, 1975; Williams, 1977; Harwood, 1984
Smith, 1984; Blood et al., 1989; Hateway,
1990; Sojka et al., 1992; Kuhnert et al,
1997), e € considerada uma doenga
“endogena”, porque esporos do
microrganismo estao latentes na
musculatura de animais saudaveis e
germinam quando “traumas” seguidos por
anaerobiose tecidual ocorre (Gyles, 1993).
Em contraste, em ovinos esta infecgdo é
usualmente “exdgena”, decorrente de
feridas na pele, as quais permitem o acesso
deste microrganismo para o interior dos
tecidos a partir do meio ambiente (Buxton e
Donachie, 1991). Entretanto, carblnculo
sintomatico em ovinos por C. chauvoei sem
qualquer evidéncia de feridas, tem sido
relatado envolvendo o musculo esquelético
(Marsh et al, 1928) e o miocardio
(Glastonbury et al., 1988). Outra importante
infeccdo exdgena é referida como gangrena
gasosa, enfermidade que pode acometer
bovinos, ovinos e outras espécies animais
por um ou mais dos seguintes
microrganismos: C. chauvoei, Clostridium
septicum, Clostridium sordellii, Clostridium
novyi tipo A e Clostridium perfringens tipo A
(Sterne e Batty, 1975). Casos de gangrena
gasosa por C. chauvoei em ovinos tém sido
relatados apds infeccdo de feridas
decorrentes de brigas, tosquias, castragdes,
vacinagbes, intervenghes cirirgicas e
contaminagdes do umbigo ao nascimento
(Roberts e McEwen, 1931; Sterne, 1981;
Lewis, 1999).

Apesar do grande numero de casos de
mionecroses em bovinos relatados
anualmente no Brasil (Solange Olinda,
comunicagdo pessoal, 2004), ndo existe
nenhum relato dessas enfermidades em
ovinos no Brasil. Também, a maioria dos
diagnosticos das mionecroses em bovinos

no Brasil sdo baseados apenas em achados
clinicos e de necropsia, e a informagéo
etiologica sobre essas doengas é escassa
(Correa et al., 1980; Baldassi et al., 1985).

Este trabalho tem como objetivo, relatar um
surto de mionecroses em ovinos por C.
chauvoei em Santa Terezinha, Bahia, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Em um rebanho de 500 ovinos da raga
Santa Inés de 10-12 meses de idade
vivendo sob  condigdes  extensivas,
morreram 58 animais (11%) 12 a 96 horas
apoés serem vacinados contra linfadenite
caseosa. Os mesmos ndo foram vacinados
contra clostridioses. Os animais foram
vacinados na coxa direita por via
subcutdnea sem desinfecgédo da pele e sem
troca de agulha entre os animais. A maioria
dos animais foram encontrados mortos, e
naqueles em que sinais clinicos foram
observados (19 animais), apresentaram
laminite, aumento de volume da perna
direita, perda de apetite, redugdo dos
movimentos  rumenais, aumento das
frequiéncias cardiaca e respiratoria, e severa
depressdo.  Necropsia foi  realizada
imediatamente ap6s a morte em um desses
animais. Amostras de tecido subcutaneo e
figado foram assepticamente colhidas e
submetidas sob refrigeragdo ao Laboratdrio
de Anaerobios da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil. As
amostras foram assepticamente semeadas
em agar sangue e incubadas em atmosferas
de aerobiose e anaerobiose a 37°C por 48
horas. Impressoes desses tecidos foram
coradas pelo Gram e examinadas por uma
técnica de imunofluorescéncia direta (IFD)
para C. chauvoei, C. septicum, C. novyi tipo
A, C. sordelli e C. perfringens tipo A
conforme Assis et al. (2001). Amostras de
referéncia desses clostridios foram usadas
como controle na técnica de IFD. Culturas
puras obtidas em anaerobiose foram
processadas por uma técnica de PCR
especifica para a sub-unidade 16S rRNA de
C. chauvoei (Uzal et al., 2003a). Amostra da
vacina contra linfadenite caseosa usada no
rebanho foi submetida para o Laboratorio
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Regional de Apoio Animal do Ministério da
Agricultura (LARA), Pedro Leopoldo, Minas
Gerais, Brasil para testes de esterilidade e
inocuidade (Brasil, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A necropsia, observou-se edema gelatinoso
subcutdneo e congestdo da cabega,
pescogo, toérax e da perna direita.
Bastonetes Gram positivos, pleomorficos,
esporulados ou nao, identificados como C.

159pb

chauvoei pela IFD foram vistos a partir das
impressdes do tecido subcutaneo e figado.
Cada conjugado corou apenas a amostra
correspondente. Cultura pura de bastonetes
Gram positivos com a mesma morfologia
descrita anteriormente foi obtida quando as
amostras de tecido subcutaneo e figado
foram incubadas anaerobicamente.
Coldnias desses isolados foram tambem
identificadas como pertencentes ao C.
chauvoei pela PCR (Fig. 1). Nao houve
crescimento em aerobiose. A vacina foi
considerada estéril e inbcua.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 2%. Canaleta 1. Marcador de peso molecular 1kb
plus DNA Ladder (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil). Canaleta 2. Extrato de DNA de Clostridium
chauvoei obtido a partir de cultura pura do tecido subcutaneo lesado. Canaletas 3, 4, 5 e 6:
extrato de DNA de amostras de referéncia de Clostridium septicum, Clostridium sordellii,
Clostridium novyi tipo A e Clostridium perfringens tipo A, respectivamente. Canaleta 7: controle
positivo de C. chauvoei (ATCC 10092). Canaleta 8: controle negativo.

Com base nos achados patoloégicos e
microbiolégicos, permitiu-se  firmar o
diagnéstico de mionecroses por C.
chauvoei. IFD em impressdes de tecidos €
considerada suficiente para o definitivo
diagnoéstico das mionecroses (Sterne e
Batty, 1975). Em adigdo, a técnica de PCR
confirmou que o agente isolado foi C.
chauvoei.

E provavel que C. chauvoei ou esporos do
agente estavam presentes no ambiente e/ou
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pele dos animais e foram admitidos para o
interior do tecido subcutaneo dos mesmos
durante o procedimento vacinal (patogénese
exogena). Entretanto, n&o se pode
descartar a possibilidade que esporos do
microrganismo estavam em laténcia nos
tecidos dos animais afetados, e a vacinagéo
tenha sido o fator predisponente para
germinag&o dos mesmos, culminando com o
desencadeamento do processo (patogénese
endogena). Como ndo realizou-se exame
microbiolégico da pele dos animais




afetados, ou do tecido muscular e
subcuténeo dos clinicamente sadios, a
precisa patogénese deste surto permanece
indeterminada. Smith (1984) sugeriu que a
ocorréncia de mionecroses em ovinos sem a
evidéncia de feridas (forma endogena),
poderia estar relacionada com solos
altamente contaminados com esporos de C.
chauvoei. Portanto, a investigagdo do solo

dessa area, € recomendada para clarificar
essa suspeita.

Este relato reforga a necessidade de se ter
estritas medidas de higiene durantr
procedimentos que geram feridas, de um
cuidadoso manejo dos animais para evitar
traumas e uma apropriada vacinagéo para
preven¢ao das mionecroses.
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2.3. Surto de gangrena gasosa em ovinos por Clostridium sordellii apos
vacinacao contra clostridioses

"RESUMO

Este relato descreve um surto de gangrena gasosa em ovinos em Pintadas, Bahia, Brasil,
resultando em alta mortalidade. Em um rebanho de 1000 ovinos da raca Santa-lnés com idade
variando entre 12 a 18 meses, morreram 63 animais (6,3%), no periodo de 24 horas a trés dias
apos terem sido vacinados contra clostridioses. Clostridium sordellii foi isolado em cultura pura
e detectado pela técnica de imunofluorescéncia direta em esfregaco de exsudato subcutaneo
e, em impressdes de tecido subcutaneo e figado de um animal necropsiado.

Palavras-chave: ovinos, gangrena gasosa, Clostridium sordellii. imunofluorescéncia direta
ABSTRACT

This report describes an outbreak of gas gangrene in sheep in Pintadas, Bahia, Brazil, resulting
in high mortality. In a herd of 1000 Santa-Inés sheep of ages varying between 12-18 months, 63
animals (6.3%) died in a period of 24 hours to three days after having been vaccinated against
clostridiosis. Clostridium sordellii was isolated in pure culture and was detected by fluorescent
antibody testing in exudate of subcutaneous tissue and in smears of subcutaneous tissue and
liver of one necropsied animal.

Key-words: sheep, gas gangrene, Clostridium sordellii, fluorescent antibody technique
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INTRODUCAO

Gangrena gasosa € considerada uma
infecgcao ‘exdgena” causada por um ou mais
dos seguintes microrganismos: Clostridium
chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium
sordelliii, Clostridium novyi tipo A e
Clostridium perfringens tipo A (Sterne e
Batty, 1975). Esses microrganismos entram
no corpo dos animais através de feridas na
pele ou membranas mucosas decorrentes
de castracdes, tosquias, sangrias, partos e
vacinagoes (Smith, 1984; Morris et al,
2002a; Assis et al., 2002).

Este relato descreve um surto de gangrena
gasosa em ovinos por C. sordelli apos
vacinagao contra clostridioses em Pintadas,
Bahia, Brasil. Na mesma regido geografica,
recentemente foi relatado um surto de
mionecroses em ovinos por C. chauvoei
apos vacinagao contra linfadenite caseosa
(Assis et al., 2004).

MATERIAL E METODOS

Um rebanho de 1000 ovinos da raga Santa-
Inés de 12-18 meses de idade vivendo sob
condicbes extensivas, foi vacinado contra
clostridioses na regido cervical por via
subcutédnea, com uma vacina comercial
contendo C. sordellii, C. chauvoei,
Clostridium novyi, C. septicum, Clostridium
perfringens tipos B, C e D e, Clostridium
botulinum tipos C e D adsorvidos em
hidroxido de aluminio. Foi usada apenas
uma agulha inicialmente estéril para todo o
rebanho e nao foi feita desinfecgdo do sitio
vacinal. No periodo de 24 horas a trés dias,
morreram 63 animais apresentando severa
depressao, dificuldades para se caminhar e
aumento de volume na regido da vacinago.

Um Meédico Veterinario de campo foi
requisitado para visitar a propriedade. Ao
chegar, encontrou 15 animais com severo
edema, depressao, laminite e crepitagao na
regido da vacinagao, os quais vieram a abito
apos trés horas. Imediatamente, realizou-se
assepticamente, pungdo aspirativa do
exsudato subcutdneo e foi feita necropsia
em um animal. Amostras de tecido

subcutaneo afetado e figado, juntamente
com o exsudato foram remetidas sob
refrigeragdo ao Laboratério de Anaerdbios
da Escola de Veterinaria da UFMG, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil. C=:
espécimes clinicos foram assepticamente
semeados em &gar sangue e em caldo
Tioglicolato (Barcelona, Dignolab, Espanha)
e incubados em atmosferas de aerobiose e
anaerobiose a 37°C por 48 horas.
Esfregacos do exsudato e impressdes do
tecido subcuténeo e figado foram coradas
pelo Gram e por uma técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD) para C.
chauvoei, C. septicum, C. sordellii, C. novyi
tipo A e C. perfringens tipo A, conforme
Assis et al., 2001. Amostras de referéncia
desses clostridios foram usadas como
controle na técnica de IFD. Amostra da
vacina foi também submetida ao Laboratorio
de Anaerobios da Escola de Veterinaria da
UFMG, para testes de esteriidade e
inocuidade (Brasil, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A necropsia, o animal apresentou extensivo
edema, enfisema e hemorragia do tecido
subcutaneo da éarea da vacinagéo.
Observou-se também, um excesso de fluido
pleural. Bastonetes Gram  positivos,
pleomorficos, esporulados (freqientemente
com espores centrais) ou nao esporulados,
identificados como C. sordellii pela IFD
foram vistos a partir de esfregagco do
exsudato e impressées de tecido
subcutaneo e figado. Cada conjugado corou
apenas a amostra correspondente. Cultura
pura de bastonetes Gram positivos com a
mesma morfologia descrita acima para o
exsudato e impressées dos espécimes
clinicos, foram obtidas a partir do cultivo do
exsudato, tecido subcuténeo e figado em
agar sangue, em anaerobiose. Ndo ocorreu
crescimento em condigdes de aerobiose. A=
colénias apresentavam aproximadamente =
7 mm de didmetro, crenadas e co-
margens tentaculares. Profuso cresciment
foi observado no caldo Tioglicolato. Cultura
pura de coldnias idénticas aquelas isoladas
diretamente do agar sangue foram obtidas a
partir do subcultivo dos espécimes clinicos
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em caldo Tioglicolato e agar sangue, em
anaerobiose. As colonias foram certificadas
tratarem-se de C. sordellii por meio de
testes bioquimicos (Quinn et al., 1994).

A vacina foi considerada estéril e in6cua.

Com base nos achados patologicos e
microbioldgicos, permitiu-se  firmar o
diagnostico de gangrena gasosa por C.
sordellii.

Doencas devido ao C. sordellii em ovinos,
tém sido associadas com enterites (Al-
Mashat e Taylor, 1983) e mortes subitas
(Lewis e Naylor, 1998). C. sordelli foi
isolado juntamente com C. novyi tipo A em
um caso de gangrena gasosa em ovinos,
devido a sangria de rotina para brucelose
realizada na veia jugular (Morris et al,
2002a). Este parece ser o segundo relato no
mundo de C. sordellii causando gangrena
gasosa em ovinos atuando isocladamente.
Em ovinos, esta condi¢do foi anteriormente
descrita por Vannelli et al. (1996) na
Argentina; constituindo-se, portanto, na
primeira descrigao desta condigdo no Brasil.
Tal condigdo foi também relatada na
espécie bovina por Wiliams (1977) na
Inglaterra. C. sordellii, foi anteriormente
diagnosticado no Brasil a partir de casos de
gangrena gasosa em associagdo ao C.
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perfringens (sem relato do tipo) por Correa
et al. (1980).

E provavel que C. sordellii ou esporos do
agente estavam presentes na pele dos
animais e/ou meio ambiente, e foram
admitidos para o interior do tecido
subcutaneo dos mesmos durante o
procedimento vacinal.

Devido ao fato que outros casos de
mionecroses ocorrerram previamente na
mesma regido do presente surto (Assis et
al., 2004), & provavel que o solo dessa area,
seja altamente infectado com esporos
desses clostridios e, futura investigagdo do
mesmo, €& sugerida para melhor clarificar
esse ponto.

Em recente trabalho realizado por Lobato et
al. (2004), avaliando a poténcia de vacinas
contra C. sordellii, verificou-se que a maioria
das mesmas foram ineficientes. Este fator,
também pode ter contribuido para a
ocorréncia de gangrena gasosa por C.
sordellii nesses animais.

Este relato reforga a necessidade de se ter
estritas medidas de higiene durante
procedimentos que geram feridas, bem
como de uma apropriada vacinagao para
prevencao da gangrena gasosa.




CAPITULO 2

3. ESTUDO RETROSPECTIVO DE MIONECROSES EM AMOSTRAS CLIiNICAS |
PARAFINIZADAS
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3.1. Estudo retrospectivo de mionecroses em tecidos fixados em formol e
incluidos em parafina por uma técnica de estreptavidina-biotina peroxidase

RESUMO

Com o objetivo de se determinar a ocorréncia dos diferentes agentes envolvidos nas
mionecroses no Brasil, neste trabalho foi realizado um estudo retrospectivo a partir de 33 casos
suspeitos de carbunculo sintomatico e/ou gangrena gasosa pela tecnica de estreptavidina-
biotina peroxidase (SBP) em tecidos de bovinos e suinos fixados em formol e incluidos em
parafina pertencentes a arquivos de patologia de diferentes Estados do pais. Pela SBP, os
clostridios mais detectados foram: Clostridium chauvoei (21casos ou 63,6%), seguidos pelo
Clostridium septicum (oito casos ou 24,2%), C. chauvoei mais C. septicum (dois casos ou 6%),
C. chauvoei mais Clostridium sordellii (um caso ou 3%) e C. chauvoei mais Clostridium novyi
tipo A (um caso ou 3%). Este € o primeiro diagnostico de C. novyi tipo A no Brasil, e os
achados da maior ocorréncia de C. chauvoei e C. septicum, corroboram com estudos
anteriores no pais. Também, neste trabalho pela primeira vez no Brasil, relata-se a ocorréncia
de C. chauvoei associado a lesdo no miocardio. O achado de C. septicum nos trés casos de
suinos, corrobora com as previas descrigcdes da literatura, segundo a mesma, o agente € o
mais comum em casos de mionecroses nessa espeécie. Além disso, este estudo fornece
importantes dados sobre a ocorréncia dos agentes responsaveis pelas mionecroses em
diferentes Estados do pais, os quais sdo importantes para decisdes relativas a produgdo de
vacinas contra essas doengas. Entretanto, para esse objetivo final, mais materiais devem ser
examinados pela SBP a partir de todas regides do Brasil para se determinar a real prevaléncia
dessas doengas.

Palavras chave: estudo retrospectivo, clostridios, mionecroses, estreptavidina-biotina
peroxidase

ABSTRACT

In order to determine the occurrence of the different agents involved in the pictures of clostridial
myonecroses of Brazil, a retrospective study from 33 cases suspected of blackleg and/or gas
gangrene was conducted using a streptavidin-biotin peroxidase technique (SBPT) on formalin-
fixed, paraffin-embedded tissues of cattle and swine from different states of the country. By the
SBPT, the Clostridia most predominantly detected were Clostridium chauvoei (21cases or
63.6%) and Clostridium septicum (eight cases or 24.2%). These two microorganisms were also
found in association in two cases (6%). C. chauvoei was still found in association with
Clostridium sordellii (one case or 3 %) and with Clostridium novyi type A (one case or 3%). This
is the first diagnostic of C. novyi type A in Brazil, and the findings of the higher occurrence of C.
chauvoei and C. septicum, agree with previous works in Brazil. Also by the first time in Brazil, is
reported the occurrence of C. chauvoei associated with lesion in the myocardium. The findings
of C, septicum in the three cases of swine corroborates with previous descriptions in literature,
in which it was demonstrated that this is the most common agent involved in cases of clostridial
myonecrosis in this animal species. In spite of the small number of samples examined, this
study supplies important data about the agents responsible for clostridial myonecrosis in
different states of Brazil. This information is specially important for decisions relative to the
production of vaccines against these diseases. However, for this final objective, more materials
must be examined by the SBPT from all regions of Brazil to determine the real prevalence of
these diseases.

Key words: retrospective study, clostridia, myonecrosis, streptavidin-biotin peroxidase technique
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INTRODUGAO

Mionecroses, representadas pelo
carbunculo sintomatico e gangrena gasosa,
sao enfermidades altamente fatais para
ruminantes e outras espécies animais
(Sterne e Batty, 1975). O carbunculo
sintomatico e considerado uma doenga
“endogena” para bovinos e na maioria dos
casos, ‘exogena’ para ovinos. Em ambas
especies, € determinado por Clostridium
chauvoei. Em contraste, a gangrena gasosa
e uma doenga “exogena” causada por um
ou mais dos seguintes microrganismos: C.
chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium
sordellii, Clostridium novyi tipo A e
Clostridum perfringens tipo A (Sterne e
Batty, 1975). Em varias partes do mundo, C.
chauvoei e C. septicum sao considerados 0s
agentes mais comumente responsaveis
pelas mionecroses (Pinto e Abreu, 1992).
No Brasil, ambos C. chauvoei e C. septicum,
atuando isoladamente ou combinagao, s@o
os mais frequentemente encontrados nos
casos de mionecroses (Baldassi et al.,
1985). Em Minas Gerais, no periodo de
janeiro de 1990 a agosto de 2004, foram
registrados 14.895 casos de mionecroses
(Solange Olinda, comunicag@o pessoal).
Entretanto, apesar do grande numero de
casos, a maioria dos diagnosticos s&o feitos
apenas com base nos achados clinicos e de
necropsia (Assis et al., 2001), e a
informacao etiologica é escassa (Correa et
al., 1980; Baldassi et al., 1985). Esta
informag&o tem sido baseada somente no
isolamento, caracteristicas morfologicas e
provas bioquimicas. Entretanto, C. chauvoei
e C. septicum, apresentam alta similaridade
com base nesses caracteres e, C. chauvoei
pode ter seu crescimento superado por C.
septicum em meio sélido. Outros entraves
estdo relacionados com as dificuldades para
obtengdo, envio e processamento dos
especimes clinicos no laboratério (Assis et
al., 2001). Para resolver parte desses
problemas, recentemente Assis et al., 2005,
desenvolveram uma tecnica de imuno-
histoquimica empregando o complexo
imunoenzimatico estreptavidina-biotina
peroxidase (SBP) para detecgdo dos
agentes envolvidos nas mionecroses em
amostras clinicas parafinizadas.

Para se determinar a etiologia dos agentes
envolvidos nos quadros de mionecroses no
Brasil, este trabalho teve como objetivo
realizar um estudo retrospectivo em 33
casos de bovinos e suinos suspeitos de
mionecroses pertencentes a diferentes
arquivos de patologia do pais pela técnica
de SBP.

MATERIAL E METODOS

Detalhes sobre os casos estudados esté@o
demonstrados na Tab.1. Trinta e trés casos
e, desses, 53 oOrgdos suspeitos de
mionecroses com base em achados de
necropsia, foram disponiveis. A maioria dos
casos, ndo apresentaram uma completa
histéria. Informagao sobre o intervalo de
tempo decorrido entre a morte e a
necropsia, foi disponivel somente de sete
casos. Informaga@o sobre sinais clinicos e
ectoscopia, ndo foi fornecida de nenhum
dos casos, o que seria de grande valia para
se prognosticar 0s casos avaliados.
Informagdo sobre condigbes post mortem
dos diferentes orgaos avaliados, foi
fornecida somente dos provenientes do
Estado de Minas Gerais (MG). Também, a
partir de cada caso, somente alguns orgaos
foram disponibilizados. Apesar do musculo
esquelético, ser o principal especime clinico
utilizado no diagnostico laboratorial das
mionecroses, previamente (Assis et al,
2005), detectaram pela SBP, C. chauvoei e
C. septicum em outros 6rgaos e nao apenas
no musculo esquelético de cobaias (Cavia
porcellus) infectadas experimentalmente
com esses microrganismos. De acordo com
esse achado, os autores sugeriram a
avaliagao de outros 6rg@os e, nao somente
o musculo esqueléletico para o diagndstico
laboratorial das mionecroses. Neste estudo,
a partir dos 33 casos, musculo esquelético
foi disponibilizado e naqueles em que havia
outros o¢rgaos, com base nos achados
prévios de Assis et al., 2005, foram também
selecionados: coraggo, figado, bago e rim.
Os materiais desse estudo foram avaliados
pela técnica de SBP conforme Assis et al.,
2005, wusando anticorpos  policlonais
produzidos em coelhos para a especifica
deteccdo de C. chauvoei, C. septicum, C.
sordellii e C. novyi tipo A em amostras
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clinicas parafinizadas. As secgdes avaliadas
pela técnica foram previamente montadas
em Silane (Sigma, St. Louis, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos clostridios identificados
pela SBP nos 33 casos de mionecroses em
bovinos e suinos com seus respectivos 53
orgaos estdo apresentadas na Tab.1.

De acordo com os resultados obtidos (Tab.
1), detectou-se C. chauvoei em 21 casos
(63,6%), C. septicum em oito (24,2%), C.
chauvoei mais C. septicum em dois (6%), C.
chauvoei mais C. sordellii em um caso (3%)
e, C. chauvoei mais C. novyi tipo A em um
caso (3%). Os achados da maior ocorréncia
de C. chauvoei e C. septicum, corroboram
com as previas descricdes no Brasil (Correa
et al., 1980, Baldassi et al., 1985), e por
Williams (1977), na Inglaterra. O trabalho de
Williams (1977), € o unico semelhante a
este na literatura. O autor examinou 173
casos de mionecroses de bovinos apenas a
partir do musculo esquelético pela técnica
de imunofluorescéncia direta (IFD). Neste
estudo, o padréo de distribuicdo e as
quantidades dos clostridios detectados nos
diferentes orgdos examinados pela técnica
de SBP (Tab.1), foram semelhantes as
prévias descrigoes de Assis et al. (2005).
Apesar da baixa ocorréncia, o achado de C.
sordellii e C. novyi tipo A é surpreendente. O
caso referente a C. sordelli (14299), o
mesmo foi detectado no  musculo
esqueletico em associaga@o ao C. chauvoel.
A necropsia foi realizada 18 horas apos a
morte. Apesar dos agentes envolvidos nas
mionecroses estarem presentes no trato-
intestinal dos animais domeésticos (Gyles,
1993), e invadirem a carcaga logo apoés a
morte, principalmente C. septicum e C.
perfringens tipo A (Sterne e Batty, 1975),
acredita-se que esse caso foi devido a
esses agentes em associagdo, ja que
segundo o historico, o musculo esquelético
apresentava em boas condigdes e
bastonetes desses microrganismos foram
detectados em grandes nUmeros pela
técnica de SBP. Contaminagdes post
mortem, podem ter ocorrido nos dois casos
envolvendo chauvoei mais C. septicum
(8563 e 8571), em virtude da auséncia de
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informacoes sobre o tempo decorrido entre
a morte e necropsia. Entretanto, acredita-se
gue esses casos foram devido a esses
agentes em associagdo, pois segundo 0s
historicos, os orgaos examinados
apresentavam em boas condigdes e,
bastonetes desses agentes foram
detectados em grandes numeros no
musculo esquelético, medias quantidades
no figado, e pequenas quantidades no bago
e rim. Os achados de C. chauvoei e C.
septicum em outros érgdos e ndo somente
no musculo esquelético (casos 8563, 8273,
17447, 439, 185, 316, 329, 21, 235, 20194,
9764, 8571, 1811 e 688), tém sido relatados
anteriormente (Assis et al.,, 2005). Esses
achados em parte confirmam que outros
orgaos podem também ser usados na rotina
do diagnéstico laboratorial das mionecroses
pela técnica de SBP previamente
padronizada por Assis et al. (2005), porque
a partir da maioria desses casos,
informagé&o sobre o intervalo decorrido entre
a morte e necropsia ndo foi fornecida
(exceto casos 1811 e 8273), e, portanto,
nao se pode descartar a possibilidade de ter
ocorrido  contaminagées post mortem.
Apesar da auséncia dessa informagao,
acredita-se que esses casos foram devidos
a esses agentes, pois segundo os
histéricos, os o¢rgaos estavam em boas
condigées; excegdo para 0s provenientes
dos estados do Rio Grande do Sul (RS), Rio
de Janeiro (RJ), Mato Grosso (MT) e Mato
Grosso do Sul (MS), e, a partir da grande
maioria, o musculo esquelético foi tambéem
examinado (excecao dos casos 688, 17447
e 20194), e nesses tecidos musculares
esqueléticos, bastonetes desses
microrganismos foram detectados em
grandes numeros pela técnica de SBP (Tab.
1).

Nos demais 16 casos envolvendo C.
chauvoei e C. septicum detectados
separadamente e restritos apenas ao
musculo esquelético (Tab. 1), apesar da
auséncia de informacdo sobre o intervalo
decorrido entre a morte e necropsia,
acredita-se que foram devidos a esses
agentes, porque de acordo com a maioria
dos historicos, os tecidos estavam em boas
condi¢bes; excegao para 0s casos: 229- RS,
1974, 2158 e 2390-RJ, N140-00 e 187-00-




MT e 03R-B-MS, e, bastonetes desses
microrganismos foram detectados em
grandes numeros pela técnica de SBP
(Tab.1).

O achado de C. chauvoei nos casos 235,
329 e 17447 envolvendo lesdo no
miocéardio, caracteriza o  carbunculo
sintomatico visceral. Essa forma de
apresentacao da doenca € raramente
descrita na America do Sul e em todo
mundo. Uzal et al. (2003b), relataram um
surto em bezerros na Patagonia, Argentina.
Informacao sobre o intervalo decorrido entre
a morte e necropsia e, sobre as condi¢des
post mortem dos materiais, nao foram
fornecidas a partir dos casos (235 e 329) e,
a partir do caso 17447, nao foi fornecida
informagao sobre o intervalo decorrido entre
a morte e necropsia, mas segundo o
histérico, o 6rgdo apresentava boas
condigbes. Esses casos encontrados neste
estudo, parecem ser os primeiros no Brasil.

O achado de C. novyi tipo A no caso 9844,
consiste no primeiro diagnostico do agente
no Brasil. De acordo com a historia do caso,
o animal foi necropsiado trés horas apos a
morte e, bastonetes do agente foram
detectados em grandes numeros pela SBP
(Tab.1). Em adicdo, este parece ser o
primeiro relato na literatura da-associagao
entre C. chauvoei e C. novyi tipo A em
bovinos, embora essa condiga@o foi descrita
por Morris et al. (2002b) em ovinos. O
achado de C. chauvoei associado ao C.
sordellii, parece ser o primeiro na literatura.
Recentemente no pais, C. sordelli foi o
agente responsavel por um surto de
gangrena gasosa em ovinos (Costa et al.,
2005), entretanto somente material “fresco”
foi remetido para diagnostico laboratorial, e
o mesmo foi isolado em cultura pura, bem
como detectado pela IFD conforme Assis et
al. (2001), porem o microrganismo ja havia
sido anteriormente diagnosticado no Brasil
em associagdo ao C. perfringens (sem
relato do tipo) por Correa et al. (1980) a
partir de casos de gangrena gasosa. Neste
trabalho, o achado de C. septicum nos trés
casos de suinos, corrobora com prévias
descrigdes da literatura. Segundo Bergeland
(1981), o agente € o mais comumente
envolvido nos quadros de mionecroses

nessa espécie, e C. chauvoei & raramente
encontrado.

Este parece ser o primeiro estudo de
mionecroses pela tecnica de SBP em
amostras clinicas parafinizadas. Deve-se
chamar atencgao para a eficiéncia da técnica
de SBP empregada neste trabalho no qual
os 33 casos e seus respectivos 53 o6rgaos
suspeitos de tratarem-se de mionecroses
com base em achados de necropsia, foram
todos certificados tratarem-se de
mionecroses, bem como, a etiologia dos
mesmos, foi determinada.

Um importante  aspecto  relacionado
diretamente com este trabalho, diz respeito
as vacinas clostridiais nacionais. No Brasil,
sdo vendidas a cada ano, aproximadamente
140 milhdes de doses de vacinas contra
clostridioses. A maioria delas sao
polivantes, contendo ao redor de quatro a
nove antigenos. Entretanto, o grande
entrave, &€ que apenas bacterinas contra C.
chauvoei e toxoides para C. botulinum tipos
C e D, sdo sistematicamente controladas
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento em Porto Alegre, Rio Grande
do Sul e Pedro Leopoldo, Minas Gerais,
respectivamente, e o controle de qualidade
dos demais componentes antigénicos, séo
deixados a cargo dos laboratorios
produtores. Trabalho realizado por Dias
(2003) avaliando vacinas contra C. septicum
e por Lobato et al. (2004) avaliando vacinas
contra C. sordellii, demonstraram que a
maioria das mesmas foram ineficientes.
Desse modo, além do problema relacionado
com a poténcia das vacinas, muito dos
componentes antigénicos correntemente
presentes nas formulagdes, como exemplo
C. sordellii, foi detectado em apenas um
caso neste estudo. Isso pode ter sido devido
ao fato que a maioria dos diagnosticos das
mionecroses sao clinicos e, portanto,
poucos materiais s&o encaminhados para
diagnéstico laboratorial. Entretanto, apesar
da baixa casuistica estudada (33 casos), os
resultados indicam que C. chauvoei e C.
septicum sdo os mais freqlentes nos casos
de mionecroses, corroborando com estudos
prévios realizados no Brasil (Correa et al,,
1980; Baldassi et al., 1985) e na Inglaterra
(Williams, 1977) e, C. sordellii e C. novyi tipo
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A, foram detectados em um caso cada. O
achado da baixa ocorréncia de C. sordellii e
C. novyi tipo A neste estudo, leva-se a
refletir sobre a necessidade de manutencao
de C. sordelli presente na maioria das
vacinas comerciais e para a inclusao de C.
novyi tipo A, ja que nenhuma das vacinas
nacionais contéem esse agente. Para serem
tomadas decisdes relativas a composicéo
antigénica das vacinas clostridiais nacionais,
sO sera possivel a partir da obtencao da real
prevaléncia dos agentes causadores das
mionecroses em nosso meio, informagao
que ainda ndo é conhecida. Portanto, mais
materiais deverao ser examinados pela
técnica de SBP a partir de todas os Estados
do Brasil. Com base nessa informagao, as
industrias poderao reavaliarem a
composi¢cao antigénica das vacinas e por
sua vez, essa Iinformacdo reflete
diretamente nos produtores rurais, pois
quanto mais antigenos se agrega a uma
vacina, mais onerosa ela se torna para o
mesmo. Assim, com uma maior escala de
diagnosticos, as industrias poderao passar a
colocar nas  vacinas, apenas 0s
componentes antigénicos dos agentes mais
prevalentes em cada Estado do pais.

Outro importante achado deste estudo esta
relacionado com o0s materiais examinados.
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Conforme observado, verificou-se que
muitos desses materiais eram muito antigos
desde a década de 30 até os dias atuais
(Tab.1). Gimeno {1995), relatou que quando
diferentes técnicas de imuno-histoquimica
fossem utilizadas em amostras clinicas
parafinizadas muito antigas, como as deste
estudo, poderia ocorrer a formagdo de
“cross links” nesses materiais, sendo
necessario recorrer-se a diferentes técnicas
de recuperacao antigénica. Neste trabalho,
é provavel que esse procedimento
laboratorial ndo foi necessario em razao dos
“cross links” caso presentes, ndo terem sido
suficientes para interferirem com a eficiéncia
da técnica de SBP, aliado a qualidade dos
anticorpos primarios empregados, como
previamente demonstrado por Assis et al.
(2005).

E pertinente frizar mais uma vez que a
maioria dos diagnosticos das mionecroses
no Brasil sdo baseados apenas em dados
clinicos e de necropsia, e a freqiéncia de
diagnosticos laboratoriais € muito baixa.
Esse fato foi claramente demonstrado neste
estudo, no qual verificou-se que a partir de
um longo periodo de tempo (1936-2003),
apenas 33 casos foram disponiveis para
avaliagdo pela técnica de SBP.
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CAPITULO 3

4. PCR PARA DETECGAO DE Clostridium chauvoei E Clostridium septicum
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4.1. PCR muitipiex para detecc¢ao de Clostridium chauvoei e Clostridium
septicum em culturas puras

RESUMO

Padronizou-se uma técnica de PCR multiplex para detec¢é@o do gene que codifica a flagelina de
C. chauvoei, e o gene que codifica a toxina alfa de C. sepficum em culturas puras. Em cada
reacao, foram empregados um par de iniciadores para um segmento especifico do gene que
codifica a flagelina e um par para um segmento especifico do gene que codifica a toxina alfa,
produzindo um produto de 516 pb e 270 pb de C. chauvoei e C. septicum, respectivamente.
DNA genomico de amostras de referéncia de ambos microrganismos foram usadas como
controle. A PCR multiplex foi avaliada testando, 16 culturas puras de C. chauvoei provenientes
de ruminantes, 15 culturas puras de C. septicum provenientes de ruminantes, e quatro
sementes vacinais de cada um desses agentes. Para avaliar a especificidade, DNAs
génomicos dos seguintes microrganismos foram usados: Clostridium sordellii, Clostridium novyi
tipo A, Clostridium perfringens tipo A, Clostridium novyi tipo B, Clostridium haemolyticum,
Clostridium botulinum tipo D, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli e Salmonela tiphymurium. Todos os isolados e sementes vacinais
de C. chauvoei e C. septicum foram positivos pela técnica, e ndo foram observadas reagoes
cruzadas com as outras espécies de clostridios, outras espécies bacterianas ou entre ambos
agentes. As menores concentragoes de DNA de C. chauvoei e C. septicum detectados, foram
45 pg/uL e 30 pg/uL, respectivamente. A PCR multipiex usada neste estudo foi eficiente para a
especifica identificagao de C. chauvoei e C. septicum em culturas puras.

Palavras-chave: PCR multiplex, detecgao, Clostridium chauvoei, gene flagelina, Clostridium
septicum, gene toxina alfa.

ABSTRACT

A multiplex PCR was standardized to detect the gene that codes for the flagellin of C. chauvoei,
and the gene that codes the alpha toxin of C. septicum, in pure cultures. In each reaction, a pair
of primers for a specific segment of flagellin gene and a pair of primers for a specific segment of
alpha toxin gene were employed, producing an amplicon of 516 bp and 270 bp of C. chauvoei
and C. septicum, respectively. Genomic DNA of reference strains of both microorganisms was
used as control. The multiplex PCR was evaluated by testing 16 clinical isolates of C. chauvoei
from ruminants, 15 clinical isolates of C. septicum from ruminants, and four vaccine strains of
each one of these agents. To evaluate the specificity, genomic DNA of the following
microorganisms were used: Clostridium sordellii, Clostridium novyi type A, Clostridium
perfringens type A, Clostridium novyi type B, Clostridium haemolyticum, Clostridium botulinum
type D, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli and Salmonela tiphymurium. All the isolates and vaccine strains of C. chauvoei
and C. septicum were positive by this technique and no cross reactions were observed with
other species of clostridia, with other bacterial species or between both agents. The smallest
concentrations of DNA of C. chauvoei and C. septicum detected were 45 pg/uL and 30 pg/pL,
respectively. The muiltiplex PCR used here was useful for the specific identification of C.
chauvoei and C. septicum in pure cultures.

Key-words: multiplex PCR, detection, Clostridium chauvoei, flagellin gene, Clostridium
septicum, alpha toxin gene.
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INTRODUGAO

Clostridium chauvoei e Clostridium septicum
sdo responsaveis pelas mionecroses,
(carbunculo  sintomatico e  gangrena
gasosa), clostridioses altamente fatais que
geralmente afetam a musculatura e tecido
subcutdneo de ruminantes e outras
especies animais.

Em varias partes do mundo, C. chauvoei e
C. septicum sao considerados os principais
agentes responsaveis pelas mionecroses
(Pinto e Abreu, 1992). No Brasil, ambos
microrganismos, atuando isoladamente ou
em associagao, sao os mais freqientemente
relatados nos casos de carbunculo
sintomatico e gangrena gasosa em bovinos
(Baldassi et al., 1985). Apesar do grande
numero de casos de mionecroses no Brasil,
a informacdo etiologica sobre essas
doengas e escassa (Correa et al.,, 1980;
Baldassi et al., 1985). A maioria dos
diagnosticos sao baseados apenas em
achados clinicos e de necropsia (Assis et
al., 2001).

A PCR multiplex apresenta-se vantajosa
porque em apenas uma reacgao, & possivel
detectar ambos C. chauvoei e C. septicum,
0s quais podem ser encontrados em
associagao nos quadros de mionecroses
nas diferentes espécies animais (Williams,
1977, Poonacha et al.,, 1982; Harwood,
1984).

Neste estudo, uma técnica de PCR muiltiplex
foi padronizada para detectar o gene que
codifica a flagelina de C. chauvoei e o gene
que codifica a toxina alfa de C. septicum em
culturas puras.

MATERIAL E METODOS

Os DNAs genémicos usados neste estudo
foram obtidos a partir dos isolados listados
na Tab.1. Apés certificado crescimenio e
pureza pelo Gram, e adicionalmente a
certificagdo da identidade dos isolados de
C. chauvoei e C. septicum por uma técnica
de imunofluorescéncia direta (Pinte e Abreu,
1992), os clostridios foram subcultivados em

caldo ceérebro-coracao (Difco, Maryland,
EUA) e incubados a 37°C em atmosfera de
anaerobiose por 48 horas. As demais
espécies  bacterianas foram  tambem
subcultivadas em caldo cérebro-coragac =m
aerobiose a 37°C por 24 horas. ~pos
verificado crescimento e pureza pelo Gram,
os isolados foram novamente subcultivados
em 15 mL de caldo cérebro-coragéo e
incubados como descrito acima. Finalmente,
apos verificado crescimento e pureza pelo
Gram, os isolados foram processados para
a extracdo de DNA gendmico conforme a
metodologia descrita por Takeuchi et al.
(1997).

Para padronizagdo da PCR multiplex, a
técnica de PCR para deteccdo do gene da
flagelina de C. chauvoei foi realizada
conforme Kojima et al. (2001), e para
deteccao do gene da toxina alfa de C.
septicum, segundo Takeuchi et al. (1997).
Entretanto, modificagdes foram feitas em
ambas técnicas. Kojima et al. (2001),
usaram 1ul de DNA gendmico de cada
microrganismo  testado (portanto nao
determinaram a concentragdo prévia de
DNA usado) e empregaram 2 minutos de
extensdo a 72°C. Takeuchi et al. (1997),
usaram 10ug de DNA genomico, e 2,5mM
de dNTPs para todos microrganismos
avaliados, e ndo relataram o uso de um ciclo
inicial de desnaturacdo e de um ciclo final
de extens&o a 72°C. Para determinagdo das
concentragdes de DNA dos microrganismos
usados neste estudo, aliquotas dos mesmos
foram dosadas em espectrofotometro
(Thermo Spectronic Model Genesys 10UV,
Rochester, NY, EUA) a 260-280nm de
absorvancia (Azso_zgo), e finalmente
determinadas conforme Sambrook et al.
(1989). Todos ensaios de PCR foram
realizados no termociclador Px2 Thermal
Cycler (Thermo Electron Corporation,
Milford, EUA). Para padronizagdo da PCR
multiplex neste estudo, foram empregacos
35 ciclos, sendo um ciclo inicial ‘e
desnaturacdo a 94°C/5min, seguidos por 34
ciclos a 94°C por 1 minuto para
desnaturagdo, 54°C por 1 minuto para
anelamento e 72°C por 1 minuto para
extensdo. Foi também incluido, um ciclo
final de extensdo a 72°C por 7 minutos. Os
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seguintes pares de iniciadores foram
usados: C. chauvoel- 516-senso (5°
ATCGGAAACATGAGTGCTGC 3') e 516-anti-
senso (5° AGTCTTTATGCTTCCGCTAG 3)
(Kojima et al., 2001) e C. septicum: senso-
(5° AATTCAGTGTGCGGCAGTAG 3') e
anti-senso- (5° CCTGCCCCAACTTCTCTTTT
37) (Takeuchi et al.,, 1997). Usando esses
iniciadores, os produtos esperados foram de
516 pb e 270 pb, respectivamente. A PCR
foi realizada em um volume final de 100uL,
usando 2,5mM de MgCl, (Phoneutria, Belo
Horizonte, Brasil), 10 pmol de cada iniciador
de C. chauvoei, 20 pmol de cada iniciador
de C. septicum (Invitrogen, Sao Paulo,
Brasil), 0,25mM de dNTPs (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil), 2,5U de Tag polimerase
(Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil), e 450ng
e 300ng de DNA gendmico de C. chauvoei e
C. septicum, respectivamente. Para avaliar
a especificidade dos iniciadores para
deteccdo de C. chauvoei e C. septicum,
DNAs gendémicos das demais espécies de
clostridios, bem como das outras cinco
especies bacterianas (Tab. 1), foram
testadas nas mesmas condigdes descritas
acima, com exceg¢do para o uso de 450ng
de DNA de cada um desses
microrganismos. Também, em duas reagdes
do multiplex conforme descrito acima, foram
utilizados DNAs genomicos de C. chauvoei
e C. septicum separadamente para
verificagao da especificidade dos iniciadores
entre esses agentes. Em todas reagdes de
C. chauvoei e C. septicum, controles
positivo e negativo desses agentes foram
processados. Como controle positivo de C.
chauvoei, foi usado DNA genémico da
amostra ATCC 10092 e para C. septicum,
DNA genémico da amostra ATCC 12464.
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Como controle negativo, foram utilizados
todos os reagentes da PCR sem os DNAs
gendémicos.

Apos PCR, os produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo (0,5ug/mL).
1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil), foi usado como marcador de
peso molecular. Apesar de neste estudo
terem sido empregados iniciadores ja
publicados (Takeuchi et al., 1997; Kojima et
al., 2001); para certificacdo da identidade
dos produtos amplificados de C. chauvoei e
C. septicum, DNA de uma semente de C.
chauvoei usada na produca@o de vacinas e
do isolado de C. septicum Itaperuna
proveniente do Estado do Rio de Janeiro
(RJ), respectivamente (Tab. 1), foram
novamente amplificados conforme acima, e
as respectivas bandas correspondentes ao
C. chauvoei e C. septicum, foram cortadas
do gel com auxilio de um bisturi esteril e
purificadas separadamente usando o Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
A9281 (Promega, Wisconsin, EUA)
conforme recomendacdes do fabricante e os
DNAs, submetidos para seqlenciamento no
Bioagro/UFV/Minas Gerais.

Para se determinar a menor concentraga@o
de DNA de C. chauvoei e C. septicum
detectado pela técnica, a partir de
concentrag@es de 450ng/uL e 300ng/uL de
DNA gendomico das amostras ATCC 10092
e ATCC 12464 de C. chauvoei e C.
septicum, respectivamente, foram realizadas
para cada um desses DNAs, diluigdes
decimais (107 a 10™).




Tabela.1. Lista dos isolados avaliados de acordo com a fonte, espécie e quantidade.

Namero de
Isolados Fonte isolados
Clostridium chauvoei
Estado do Mato Grosso do Sul —bovino 2
Estado do Espirito Santo —bovino 1
Estado do Rio de Janeiro —bovino 3
Estado da Bahia —ovino 1
Estado do Rio Grande do Sul-bovino 4
Estado de Minas Gerais-bovino 2
Estado de S3o Paulo-bovino 2
SEQ' 19798- bovino 1
Vacinal® 4
ATCC® 10092 (controle positivo)
Clostridium septicum
Estado do Rio de Janeiro-bovino 6
Estado do Rio Grande do Sul-bovino 4
Estado de Sao Paulo-bovino 2
SEQ'-19748-bovino 1
SEO’-1-bovino 1
SEO'16-bovino 1
Vacinal’ 4
ATCC 12464 (controle positivo)
Clostridium sordetllii ATCC 9714 1
Clostridium novyi tipo A ATCC 19402 1
Clostridium perfringens tipo A ATCC 3624 1
Clostridium novyi tipo B ATCC 25758 1
Clostridium haemolyticum ATCC 9650 1
Clostridium botulinum tipo D NCTC* 8265 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 1
Escherichia coli ATCC 25922 1
Salmonela tiphymurium ATCC 14028 1
'Sem Estado de Origem- Doadas pelo Instituto Biolégico de S&o Paulo (IBSP)
’Sementes de quatro laboratérios brasileiros produtores de vacinas contra clostridioses.
*American Type Culture Collection
“National Collection of Type Cultures
RESULTADOS E DISCUSSAO septicum, respectivamente. Reagoes

A PCR multiplex foi padronizada com 20
isolados de C. chauvoei (16 culturas puras
provenientes de ruminantes e quatro
sementes usadas na produgdo de vacinas)
e 19 de C. septicum (15 culturas puras
provenientes de ruminantes e quatro
sementes usadas na produgdo de vacinas).
Todos os isolados clinicos desses agentes
foram especificamente detectados pela PCR
multiplex, no qual observou-se somente a
amplificagdo dos produtos esperados de
516 pb e 270 pb de C. chauvoei e C.

cruzadas ndo foram observadas com as
demais espécies de clostridios, outras
espécies bacterianas e entre C. chauvoei e
C. septicum (Fig.1). Em todas reagfes, os
controles positivo e negativo de C. chauvoei
e C. septicum, mostraram-se também
eficientes. Os produtos amplificados e
purificados de C. chauvoei e C. septicum,
tiveram sua identidade certificada pelo
seqglienciamento. A seqiiéncia do isolado
ltaperuna de C. septicum-RJ esta disponivel
no GenBank sob o nimero de acesso
AY589051.
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Na figura 1, estda demonstrada a
amplificagcdo de uma cultura pura de C.
chauvoei do Estado de Minas Gerais e de

uma cultura pura de C. septicum do Estado
do Rio Grande do Sul. Em adigéo, esta
desses

representada a  amplificagéo

500 pb—»

200 pb >

isolados, usando os respectivos DNAs
gendmicos, separadamente. Também, séo
mostrados os resultados da PCR multiplex,
usando DNAs gendmicos de C. sordellii, C.
novyi tipo A e C. perfringens tipo A.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose da PCR multiplex de Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum. Canaleta 1: marcador de peso molecular (1 kb plus DNA Ladder,
Invitrogen). Canaleta 2: amplificagéo de cultura pura de C. chauvoei (Estado de Minas Gerais)
e cultura pura de C. septicum (Estado do Rio Grande do Sul). Amplificagdo de C. septicum
(canaleta 3) e C. chauvoei (canaleta 4) usando DNA gendmico desses agentes
separadamente. Canaleta 5: DNA gendmico de Clostridium sordellii. Canaleta 6: DNA
gendmico de Clostridium novyi tipo A. Canaleta 7: DNA gendémico de Clostridium perfringens

tipo A. Canaleta 8: controle negativo.

As menores concentragbes de DNA
detectados da amostra ATCC 10092 de C.
chauvoei e da amostra ATCC 12464 de C.
septicum,; foram 45pg/ul e 30pg/uL,
respectivamente.

Em relagdo aos previos estudos (Takeuchi
et al, 1997; Kojima et al.,, 2001), ndo
possivel realizar uma comparagdao da
sensibilidade, devido as diferentes
metodologias adotadas por esses autores.
Takeuchi et al. (1997), determinaram a
menor quantidade de DNA detectado por
reacdo, em UFC/mL e Kojima et al. (2001),
em UFC. Neste estudo, foi em picogramas.

=4

Sasaki et al., 2002a,b, desenvolveram duas
técnicas de PCR multiplex para detecgao de
C. chauvoei, C. septicum e outros clostridios
patogénicos com base no gene que codifica
a flagelina desses  microrganismos.
Portanto, a técnica de PCR multiplex
padronizada neste estudo, parece ser a
primeira na literatura para detecgao de C.
septicum, baseando-se no gene da toxina
alfa. A PCR multiplex mostrou-se também
eficiente para detectar C. chauvoei e C.
septicum, separadamente. Esta tecnica
complementara 0s procedimentos
laboratoriais para o diagnostico de C.
chauvoei e C. septicum, podendo melhorar
o diagnoéstico das mionecroses no Brasil.




CAPITULO 4

5. SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA DE Clostridium septicum
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5.1. Seqiienciamento e analise filogenética de sequéncias parciais do gene da
toxina alfa de Clostridium septicum de isolados de campo e sementes vacinais
do Brasil

RESUMO

Neste estudo realizou-se seqgilenciamento e analise filogenética de sequéncias parciais do
gene que codifica a toxina alfa de isolados de campo e sementes vacinais de Clostridium
septicum do Brasil, com o intuito de verificar se existem diferengas génicas, bem como de
aminoacidos entre elas. Avaliaram-se sequéncias deste gene, bem como de aminoacidos de
cinco isolados de campo de C. septicum, e quatro sementes utilizadas na produgao de vacinas
contra clostridioses. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que existem dois grupos
de C. septicum no Brasil, tanto para isolados de campo, quanto para as utilizadas na produgao
de vacinais. O grupo 1 constitui a maioria das sequéncias, tendo duas das sementes de
vacinas e € bastante conservado. O grupo 2 apresenta sequéncias com numero significativo de
mudangas nas seqléncias de nucleotideos e de aminoacidos, e outras duas sementes
utilizadas para fabricagdo de vacinas no Brasil. Portanto, de acordo com este experimento,
verificou-se haver diferengas génicas, bem como de aminoacidos entre isolados de campo e
vacinais.

Palavras chave: Clostridium septicum, toxina alfa, seqlenciamento, analise filogenética
ABSTRACT

In this study, sequencing and phylogenetic analysis of partial sequences of the gene that codes
for alpha toxin of Clostridium septicum from field isolates and vaccine strains of Brazil were
performed with the objective of verifying the existence of genic differences as well as
differences in amino acid composition among these strains. Sequences of this gene, as well as
of amino acids, from five field isolates of C. septicum, and four vaccine strains used in the
production of vaccines against clostridiosis were evaluated. According to the results, it was
verified that two groups of C. septicum exist in Brazil. Group 1 holds the majority of the
sequences, including two vaccine strains, and is very conserved. Group 2, holds isolates with a
significant number of changes in the sequences of nuclectides and amino acids, and the other
two vaccine strains used in the production of vaccines in BraZzil. This experiment showed that
there are genetic differences, as well as differences of amino acid sequences among the
Brazilian isolates of C. septicum studied.

Key-words: Clostridium septicum, alpha toxin, sequencing, phylogenetic analysis
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INTRODUGAO

Clostridium septicum atuando isoladamente
ou em associagao ao Clostridium chauvoei,
Clostridium sordellii, Clostridium novyi tipo A
e Clostridium perfringens tipo A, &€ causador
da gangrena gasosa, infeccdo “exogena’
altamente fatal para ruminantes e outras
especies animais gue geralmente acomete a
musculatura e tecido subcutaneo (Sterne e
Batty, 1975). Esses microrganismos
penetram através de feridas na pele ou
membranas mucosas tais como: castracao,
tosquias, parto, procedimentos vacinais,
pungbes venosas, entre outros (Smith,
1984). C. septicum, produz cinco toxinas,
alfa (hemolitica, necrética e letal), beta
(DNase), gama (hialuronidase), delta
(hemolisina), e uma  neuraminidase
(Hateway, 1990), sendo a toxina alfa, a mais
importante na patogenia e segundo alguns
autores, na imunogenicidade do agente
(Ballard et al.,, 1992, Ballard et al., 1993,
Amimoto et al.,, 2002). C. septicum &
flogeneticamente  semelhante ao C.
chauvoel, apresentando 99,3% de

similaridade com base na sub-unidade 16S
rRNA (Kuhnert et al., 1996). Esses agentes
secretam as mesmas toxinas com
semelhante espectro de agdo (Gyles, 1993).
Entretanto, Ballard et al, 1992,
demonstraram que nenhuma proteina de C.
chauvoei é antigenicamente relacionada a
toxina alfa de C. septicum.

Neste trabalho realizou-se o]
seqlenciamento e analise filogenetica de
sequliéncias parciais do gene que codifica a
toxina alfa de isolados de campo e
sementes vacinais de C. septicum do Brasil,
com o intuito de verificar se existem
diferencas génicas, bem como de
aminoacidos entre elas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados nesse estudo, cinco
isolados de campo e quatro sementes de C.
septicum usadas na produgdo de vacinas
brasileiras. A caracterizacdo dos isolados do
microrganismo esta representada na Tab.1.

Tabela 1. Isolados de Clostridium septicum utilizados para seqiienciamento.

Registro Espécie Idade ?:;tae;zl n?g Estado/Pais
19748 bovina bezerro figado Guaratingueta-SP/Brasil
16* **NC *NC *NC . **NC/Brasil
421/355/98 bovina 10 meses  Medula dssea Sto. Anténio de Padua-RJ/ Brasil
421/701/97 bovina 18 meses  Medula dssea Aperibé-RJ/ Brasil
421/250P/90 bovina 5 meses Medula 6ssea Itaperuna-RJ/ Brasil
L-1*=* Brasil
L-2** Brasil
L-3 Brasil
L-4*** Brasil

* isolado cedido pelo Instituto Biologico de Sao Paulo (IBSP)

** NC- ndo consta

*** sementes de Clostridium septicum provenientes de quatro laboratdrios brasileiros produtores de

vacinas contra clostridioses

Os isolados e sementes vacinais de C.
septicum apos identificados por uma técnica
imunofluorescéncia direta (IFD) (Assis et al.,
2001), foram subcultivados em caldo
cérebro-coragao (Difco, Maryland, EUA) e
incubados a 37°C em anaerobiose por 48
horas. Apos verificado crescimento e pureza

pela coloragdo de Gram, foram novamente
subcultivados em 15 mL de caldo cérebro-
coracdo e incubados como descrito acima.
Em seguida, apds certificado crescimento e
pureza pelo Gram, foram processados para
extraggdo do DNA gendmico conforme
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metodologia descrita por Takeuchi et al.
(1997).

Foram empregados os iniciadores senso e
anti-senso descritos por Takeuchi et al.
(1997). Esses iniciadores amplificam um
produto especifico do gene da toxina alfa de
C. septicum de 270 pb e estdo localizados
na posicao 611 a 880 da seqliéncia de
nucleotideos descrita por Imagawa et al.
(1994).

A PCR foi realizada conforme Takeuchi et
al. (1997), com excegao para o0 uso de
300ng de DNA, 0,25mM de dNTPs
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), de um ciclo
inicial de desnaturag@o a 94°C/5 minutos e
um ciclo final de extens&o a 72°C/7 minutos.
Em todas as reacdes foram utilizados como
controle positivo, DNA gendmico da amostra
ATCC 12464 e como controle negativo
todos os reagentes da PCR, exceto DNA.
As amplificagbes foram realizadas no
termociclador Px2 Thermal Cycler (Thermo
Electron Corporation, Milford, EUA).

Os produtos amplificados foram visualizados
em gel de agarose a2 1% p/v em tampao
TAE 1X (20,3 mM KH;PO,, 10,4 M Tris-
acetato, 10mM EDTA pH 8,0), corado com
brometo de etideo (0,5 ug/mL). A corrida
eletroforética foi efetuada a 100V, com
tempo medio de 40 minutos. Como padrao
de tamanho molecular, utilizou-se o 1 Kb

Plus DNA Ladder (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brasil).

DNAs dos isolados descritos na Tab. 1
foram novamente amplificados e purificados
utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System A9281 (Promega,
Wisconsin, EUA) conforme recomendagdes
do fabricante = enviados para
seqlenciamento  no  Bioagro/UFV/Minas
Gerais. De cada isolado foram feitos dois
seqlienciamentos, um com cada iniciador.

Os cromatogramas do gene da toxina alfa
dos isolados de C. septicum de campo e
vacinais foram editados pelo programa
Bioedit Sequence Alignment Editor versdo
5.0.9 (Hall, 1999). Durante a edigao,
empregou-se como padréo de comparagao
a segléncia do gene da toxina alfa de C.
septicum D17668 depositada no GenBank
por Imagawa et al. (1994). A partir de
sequiéncias do gene da toxina alfa de C.
septicum disponiveis no GenBank (Tab. 2),
foi obtida uma seqUéncia consenso, por
meio do Bioedit. As sequiéncias dos isolados
deste estudo apos editadas, foram
alinhadas com as seqliéncias do gene da
toxina alfa de C. septicum disponiveis no
GenBank e, comparadas a sequléncia
consenso para as analises de nucleotideos
(nt). Por fim, os alinhamentos de nt foram
traduzidos a sequéncias de aminoacidos
(aa), também utilizando o programa Bioedit.

Tabela 2. SequUéncias de nucleotideos do gene da toxina alfa de Clostridium septicum

disponiveis no GenBank.

Numero de acesso

Tamanho da

Isolado it GanBaiik Pais seqiiéncia (nt) Referéncia
NCTC547 D17668 Japéo 2293 Imagawa et al. (1994)
Linhagem celular: 44 AB083433 Japao 1333 Y. Sasaki, ndo publicado
Linhagem celular: AB083434 Japao 1333 Y. Sasaki, ndo publicado
Kagoshima 8
Linhagem celular: Mie AB083435 Japao 1333 Y. Sasaki, ndo publicado
Linhagem celular: AB083436 Japao 1333 Y. Sasaki, ndo publicado
Yamaguchi 6335
Linhagem celular: AB083437 Japéo 1333 Y. Sasaki, ndo publicado
Kagoshima 1
Linhagem celular: AB083438 Japao 1333 Y. Sasaki, ndo publicado
Fukushima 5
Linhagem celular: AB083439 Japao 1333 Y. Sasaki, ndo publicado
Tokachi
BX96 S75954 EUA 1542 Ballard et al. (1995)
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A partir dos alinhamentos de nt, foram
realizadas as andlises filogenéticas. As
analises foram feitas no programa MEGA
versao 2.1 (Kumar et al., 2001). Utilizou-se o
modelo de substituigdo de nt Kimura 2-P e o
método de construgdo de arvores Neighbor-
Joining (Saitou e Nei, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A PCR amplificou fragmentos de 270 pb,
que foram purificados e submetidos para
seqiienciamento. ApoOs edigdo, obteve-se
seqliéncias de 248 nt e de 82 aa.

A seguir estdo representados o0s
alinhamentos com seqiéncias parciais de nt
e aa do gene que codifica a toxina alfa de C.

Consenso
D17668
AB083433
ABO83434
AB083435
AB083436
AB0OB83437
AB0B83438
AB0B3439
575954
L-1

Aperibé

septicum das seqiiéncias brasileiras e
disponiveis no GenBank, comparadas as
seqliéncias consensos de nt e aa (Figs. 1 e
2). Observou-se que na posicdo 216, o
programa Bioedit ndo originou consenso e,
portanto, foram considerados para analises
de nt, apenas 247 nt de cada seqiiéncia.
Ndo foram observadas delegdes ou
insergbes nas segiiéncias avaliadas.
Observaram-se 82 substituicbes de nt,
sendo 61 dessas, substituigbes nao
silenciosas (74,4 %), o que levou a 39
trocas de aa. A maioria das substituicées de
nt foram do tipo transicdo (64,6 %) (Tab. 3).
O numero e tipo de substituicdes de nt e aa
em seqiiéncias parciais do gene da toxina
alfa de C. septicum, em relacdo ao
consenso, estdo apresentados na Tab. 3.
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Consenso
D17668
AB083433
AB0B83434
AB083435
AB083436
AB083437
AB0B3438
AB083439
575954
L-1

Ii~2

L-3

L-4

16
S.Antdénio
19748
Aperibeé

Itaperuna

51 61 71 81 91

GGGATATGCA AATCATAATA ATGCTTCTTC AATTAAAATA TTTGGATATG
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101 111 121 131 141
Consenso  AAGACAATGA AGATTTAAAA GCTAAAATTA
D17668 ————————=— ——-——————— ——————=——= S o—— oo ———— o=
AB083433 -——-—————— G-—————=== ——m—————— —o——————ms —oo oo
AB083434  ————————— e
AB0B83435  ——-—————m= —mmmmmm o mmmmee e e
AB(083436 ————————== —m—————e— e eSS SIS
ABOBIETT e me——cmmees mmmmmneee. SseoSRERE ESSSERSESS
ABOBAAZE  ————————m —oeemmmas moeciwnean, S SREREES InSSSTemees
AB0B3439  ————————m= mmmmmmmmm e e o
BT5054d 2 oo ooorss SECSEEESds DSt oSS s
el W essmmeeams meememon) ADDLSante s tres eSS i
L-2 ~ —e——eeeeee Grmmmmmmmm e mmm e
L-3 ~ mmmmmmm s mmmmmmmmmm oo e emm— e
L-4 e G s e et i e e e s
1 e e e e e
SANLBRID ———mmmme e e mm T oseee e m e e Ssmenn e S S
19748 2 e e e essmsse e SeamEsEmRe s SEmem s
Aperibé - mom—emm——— T TEsEsS mntemns e —— SRETRSSSSTT SSSuSsssss

Itaperind ==--——=== = SEEETEass iERReiipons SRS S s
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151 161 171 181 191
Consenso AGAAATTGGG CAAATGTAGC TCATTCATTA GGATTTGGAT GGTGCGGTGG
DITEES  —mrmmm—m mmmmmmmmm S S e
AB083433  —C———Cmm—= ————mmmmm= mm————mmmm —m———————— o= ——
AB083434  —C———C-——= =———mmm—m—m= mmmmmmmm—o mmm—m———— = ——— o=
ABOB3435  ————————== mmmmommmmm mmmmmmemeo s S
ABO83436 —————————— ——mm—mmm—= ——mmmmm——— s oo
ABOB83437  —————————= mmmmmmm—mm mmmmmmm——— —————————— S
ABOB3438  ——————mmm= mmmmmmmmmm mmmmmmmm—— e —mmm——— oo
AB083439  —————————= mmmmmmmmm= mmmmmmmmm— —m——————— ————— oo
STEGEE . s e i (S S S, i b b
Le1  mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmm oo e —mm———
L-2 —Cmm—Cm——= mmmmmmmmmm mmmmm—mim mmmm oo ——— e
I T SR H L e

Aperib& e meee—ese—s SmSSosoSo SESERCSESSS SSemmmmmm
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Consenso AACGGCTAAT CCAAA-GTTG GACAAGGTTT TGAATTTAAA AGAGAAGI
D17668 2 —————————= T [———— —————————= —————————— T
AB083433 ———A———TTA —-TGGAA--— —— G-——AC—— —————————— ————= G—-
AB083434 ———A-——TTA —--TGGAA-—— —--G-——AC— —————————— —=~===77~
BR0E3435 2 —rr=m=EES == C-—== e e mmm e
AB083436 ————————— ————= C==m— ———————m—— ————— == o
AB083437 ————————= ————= et
AB083438 -————————— ————— T m— —m—mmmmm—— —————————— e
AB083439 -————————— ————— [———— —————————— —————————— ==
875954 2 | momeeessaeem e Cmmmm —m———————— ————— e —m ———— e
L-1 = m———————— ————— P e e —————
L-2 ———A-—-TTA —-—-GGAA--- -- G——==AC-= —————————— ———————-
e S e [———— ————m————= mm———————— e —
L-4 -——A-——TTA --TGGAA--- -- G-———Cmm —————————— —mm—————
16 @@ esmmsasas === Tem—— ——————m——— ——————— o= ——— ===
S.Anténic =---A——-TTA --TGGAA--— --G———AC-— —————————= =—==———==
19748, ~ = s=eesemeess e Cmmm= ————m————— —————————— ==
Aperibé — ~==—————=e =—e—— Cmm—= —m———————— —————————= e
Itaperuna —————————— ————— [———— —————————— —————————— —o———ees

*As sequéncias de nt correspondem a posicdo 624-871 da sequéncia D17668. Tragos representam nt
equivalentes aos da seqiéncia consenso. '

Figura 1. Alinhamento das seqiiéncias parciais de nucleotideos (nt) de amostras de Clostridium
septicum disponiveis no GenBank e dos isolados seqilenciados, comparadas a seqiéncia
COnsenso.
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Consenso AVVPHVOAYA LTNLEEGGYA NHNNASSIKI FGYEDNEDLK AKIIQDPEE I
D17668 2 ————————— —————————— —————————— oo —— = ————mm—mes
AB083433 —————————— -—- Fommm—— =
AB0B3434 —~————r== == Fo=m==— = 'S i e
AB083435 —————-————— ————————=— ——————==-—- ——————-———~ ——o———oooes
AB083436 ————————== === Fo————— smmmm————— —————————— s
AB083437 ————————== Smm—mmmm——s —e—s————me —m—m— s ——mm—m e
AB083438 —————-—-— ————————=— —————————— oo ————— SomToo—ees
AB083439 ————————— ———————=——— ————————=— ——————— oo ———————eee
575954 2  s——————ssm mmmmm————e m—mm—memen ——mSSESemS S mmmmm e
P i
L=2! = mm—me—mmes e Fe—m—mm = Ymmmmmmmm ———————mmm —mm——— e
L-3 = ———mmmmmmm mmmmmmmmmm —mm——————— —o—— oo mmmm—meeee
I8 ereeoeEEEe S e D e
16 0 mmmmmmmmmm mmmmmmm——— ————— oo o —— s oo oo —om e
S.Anténio -————————— —————-———— ——————==-—- —————————= —--oooooss
19748 2 =  ———mmmmemm e —em e o —m——emm—— e
Aperibé - —————————— ——= Fom———— ————mm———— —————————— ————

ITEApEmIng, —— s s e e mmmmssesas, EESSERESSS SEeeEmEeTEs
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51 61 71 81
Consenso  RNWANVAHSL GFGWCGGTAN PNVGQGFEFK RE
D17668 —————— mmm—— e mmmmmenmss =s
AB083433 T-———————— ——==————= L -GI-ED-—— ——
AB083434 T-———————— —=——————= L -GI-ED-——— —-
ABOB343S —mmem—r—= SEEESGesss SEEmmsRsTE =S
ABOS343E  —rmemm—sEs SSsEEeSSes sossaammees s
AB083437 —————-———— ————————== —————————— -
AB083438 —————————— ——m—m————— —————————— ——
ABOBIM3Y — mesmmesmess Seste e sreermoeesese s
875954 2 W sm=——m—eee Seeme—mmee— mmmsm—smmess S
P L
L-2 Tem——m—mmm —m——m—m L —GI-ED--—- —-—
-3 2 mmemmmmme oeciiiosie Ramsssmimes s
L-4 i L —GI-E-——=- ——
16 0 meoonosREs EESSSTOSS Sesmssaesas e
S.Anténio T--————-—= ——————=== L -GI-ED-—-- --
19748 2 —————————— ————=————— ——————omm— oo
Aperibé  —--———-——— —————=—--= —o--———soo -
Itaperung ——— s =sseem mmo—mmermme ST T e

*Os aa correspondem aos aa da posicdo 22-103 da sequéncia D17668. Tragos representam aa
equivalentes aos da seqgléncia consenso.

Figura 2. Alinhamento de seqiiéncias parciais de aminoacidos (aa) de amostras de Clostridium
septicum disponiveis no GenBank e dos isolados segiienciados, comparadas a sequéncia
COoNsenso.
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Tabela 3. Numero e tipo de substituicdes de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) em
sequéncias parciais do gene da toxina alfa de Clostridium septicum em relacao ao consenso.

Seqliéncias N° de substituicdo (%) Substituigdes Tipo substituicdo nt
nt aa silenciosas (%)  Transicées  Transversdes
D17668 0 0 0 0 0
S75954 0 0 0 0 0
AB043435 0 0 0 0 0
AB043437 0 0 0 0 0
AB(043438 0 0 0 0 0
AB043439 0 0 0 0 0
L-1 0 0 0 0 0
L-3 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0
19748 0 0 0 0 0
ltaperuna 0 0 0 0 0
AB083433 18 (7,3) 8(9.8) 5(27.7) 12 6
AB083434 17 (6,9) 8(9.8) 4 (23,5) 11 6
AB083436 1(0,4) 1(1,2) 0 1 0
Aperibé 1(0,4) 1(1,2) 0 1 0
L-2 16 (6,5) 8(9.,8) 4 (25,0) 11 5
L-4 16 (6,5) 7(8,5) 5(31,2) 10 6
S. Anténio 13 (5,3) 6(7.3) 3 (23,1) 7 6

A partir das analises filogen«ticas, obteve-se o seguinte dendrograma (Fig.3).

AB083439
Itaperuna
64 [L-1
L-3
D17668
55 16
S75954
AB083435 1
99 19748
AB083437
AB083438
AB083436
67 ' Aperibe

—— S. Antdnio

L-4
—_—

% L-2
- AB083433
61 'AB083434
0.01

Figura 3. Analise filogenética de sequéncias parciais de nucleotideos (nt) do gene da toxina
alfa de Clostridium septicum. Método de construgdo Neighbor-Joining, 1000 bootstrap.
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Na epoca em que o estudo foi planejado,
existiam apenas duas sequéncias
disponiveis no GenBank para o gene da
toxina alfa de C. septicum (D17668 e
S75954), e as mesmas ao serem alinhadas,
mostraram-se  altamente  conservadas,
apenas trés nt eram diferentes e a
segléncia de aa era idéntica. Assim, nao foi
possivel escolher uma regido que
apresentasse variabilidade suficiente para
realizagao de estudos filogenéticos.

De acordo com o dendrograma (Fig.3), foi
observado a partir das seqgliéncias de C.
septicum avaliadas, a existéncia de dois
grupos (1 e 2) filogeneticamente distintos. O
grupo 1 constitui 2 maioria das sequéncias
disponiveis, tendo duas das sementes de
vacinas e e bastante conservado. O grupo 2
apresenta  seqliéncias  com numero
significativo de mudangas nas seqguéncias
de nt e de aa, e oufras duas sementes
utilizadas para fabricacdo de vacinas no
Brasil. Em relagdo as seqiéncias dos
isolados de campo, verificou-se que as
oriundas dos isolados do Estado do Rio de
Janeiro estdo distribuidas nos dois grupos,
demonstrando a existéncia de variabilidade
genotipica entre isolados de C. septicum
daquele Estado. As seqliéncias originadas
dos isolados 19748 proveniente -do Estado
de Sd@o Paulo e, 16 doada pelo IBSP
(Tab.1), pertencem ao mesmo grupo das
sementes vacinais L-1 e L-3 (grupo 1). As
sequéncias originadas das sementes L-2 e
L-4 pertencem ao grupo 2. Avaliando as
seqgléncias de sementes vacinais, verificou-
se que as seqléncias das sementes dos
laboratoérios L-1 e L-3, ndo apresentaram
nenhuma substituicdo de aa em relagdo ao
consenso. Em contraste, as sequéncias L-2
e L-4 apresentaram 8 e 7 trocas de aa,
respectivamente. Apesar de ndo ter sido o
objetivo deste estudo, para se saber se a
presenga ou a auséncia das mutagdes
estaria relacionada com a imunogenicidade
de C. septicum, mais estudos deverao ser
realizados, visto que o delineamento
experimental, permitiu apenas verificar se
haviam diferengas de nt e aa entre os
isolados estudados e, portanto, ndo é
possivel com base nos resultados
observados, concluir nada a esse respeito.
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Chama-se atencgao para isso, devido ao fato
que todas as sementes vacinais deste
trabalho (L1-L4), foram consideradas
ineficientes no teste de poténcia de vacinas
de C. septicum realizado por Dias (2003).
Exemplos desses estudos seriam:
realizagao do sequenciamento completo do
gene da toxina alfa de sementes vacinais
com eficiéncia comprovada; completar o
sequenciamento dos isolados ja
parcialmente sequenciados; realizagcdo de
estudos de mutagénese induzida, produgao
de anticorpos monoclonais (mAbs) contra a
toxina alfa e avaliagdo dos mesmos.
Adicionalmente, com base no painel de
mADbs, poderia ser feita a identificagdo dos
epitopos da toxina alfa, trabalho ainda nao
realizado no mundo. Alem disso, mediante
estes seqlenciamentos, proteinas
recombinantes e peptideos sintéticos
poderiam ser produzidos e avaliados. Desse
modo, se fossem encontradas diferengas
nas seqliéncias de aa de sementes vacinais
com eficiéncia comprovada nos testes de
vacinas em relagdo as deste estudo e, por
meio dos estudos citados acima fosse
comprovado que essas diferengas
elicitassem a produgdo de anticorpos
protetores, poderia-se concluir que a
ineficiéncia das vacinas provenientes das
sementes (L1-L4), estaria relacionada com
as sementes usadas na fabricagdo das
mesmas. Se pelo contréario, ndo fossem
encontradas diferencgas significativas entre
essas seqléncias, bem como pelos estudos
exemplificados anteriormente, também néo
fossem encontrados resultados
significativos; provavelmente a ineficiéncia
das vacinas provenientes das sementes (L1-
L4), estaria relacionada com o}
processamento laboratorial durante a
fabricagdo das mesmas. O mesmo
raciocinio aplica-se para seqléncias de
campo. Como por exemplo, verificou-se que
as sequéncias provenientes dos isolados
ltaperuna e Santo Anténio de Padua do
Estado do Rio de Janeiro, apresentaram
auséncia e presenga de mutagoes,
respectivamente. Assim, para se saber se a
auséncia ou presenga dessas mutagdes
estaria relacionada com a viruléncia
(patogenicidade) e toxigenicidade (produgao
de toxinas), esses isolados deverao ser
avaliados quanto a esses aspectos.
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Como apenas isolados de campo dos
estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo
foram sequenciados, futuros
sequenciamentos envolvendo um numero
mais representativo de isolados desses
estados, bem como de outras regides
brasileiras e amostras vacinais, deverdo ser
realizados para se concluir qual a real
distribuicao filogenética de C. septicum no
Brasil, visto que Moussa (1959), j& havia
relatado ao avaliar 37 amostras de C.
septicum por meio de testes sorologicos
baseados nos antigenos somaticos “O" e

flagelares “"H”; que o agente poderia ser
dividido em seis grupos, definidos por dois
antigenos somaticos (1 e 2) e cinco
antigenos flagelares (a-e).

Este parece ser o primeiro trabalho na
literatura comparando sequéncias do gene
da toxina alfa, bem como de aminoacidos
de isolados de campo e sementes vacinais
de C. septicum.
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6. CONCLUSOES

e O estudo retrospectivo revelou que
Clostridium chauvoei e Clostridium
septicum, sao os agentes mais
prevalentes nos casos de mionecroses
no Brasil.

» A técnica de PCR multiplex padronizada
neste estudo, mostrou-se eficiente para
deteccao de Clostridium chauvoei e
Clostridium septicum e seria, portanto,
recomendavel a sua implementagéo na
rotina de diagnéstico das mionecroses
no Brasil.

« Existem diferencas génicas e de
aminoacidos entre os isolados de
Clostridium septicum estudados.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

O agronegoécio brasileiro € uma atividade
prospera, segura e rentavel. Com um clima
diversificado, chuvas regulares, energia
solar abundante e quase 13% de toda a
agua doce disponivel no planeta, o Brasil
tem 388 milhdes de hectares de terras
agricultaveis ferteis e de alta produtividade,
dos quais 90 milhdes ainda nao foram
explorados. Esses fatores fazem do pais um
lugar de vocagdo natural para a
agropecuaria e todos 0s negocios
relacionados a suas cadeias produtivas. O
agronegocio € hoje a principal locomotiva da
economia brasileira e responde por um em
cada trés reais gerados no pais. O
agronegocio € responsavel por 33% do
Produto Interno Bruto (PIB), 42% das
exportagoes totais e 37% dos empregos
brasileiros. O desempenho da agropecuaria
brasileira & incomparavel. Nenhum outro
pais do mundo teve um crescimento tdo
expressivo na agropecuaria quanto o Brasil
nos ultimos anos. O Brasil € um dos lideres
mundiais na produgd@o e exportagdo de
varios produtos agropecuarios. Com um
efetivo de 195.552 bovinos, a pecuaria
bovina brasileira responde por importante
parcela na economia do pais. De 1990 a
2003, a produgdo de carne bovina
aumentou 85,2% ou 6,1% ao ano, passando
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de 4,1 mihdes para 7,6 milhdes de
toneladas. As exportagdes de carne bovina
in natura e industrializada cresceram 40%
em 2003, chegando a 1,5 bilhdo de ddlares.
Em volume, totalizaram 1,4 milhao de
toneladas. Esse desempenho colocou o
pais em primeiro lugar no ranking mundial
das vendas do setor, superando a Australia,
até entdo o lider no comercio internacional
do produto.

Apesar de possuir o maior rebanho
comercial do mundo, a pecuaria de corte em
muitas regidoes do Brasil, ainda & praticada
de modo rustico e pode ser considerada
como wuma atividade extrativista. Em
contraste, gragas a investimentos em
tecnologia, outras regides apresentam altos
indices de produtividade. Situagao
semelhante ocorre em relagao a pecuaria de
leite. E interessante observar que,
indiferente as condicdes de
desenvolvimento  tecnologico,  algumas
doencas tém acometido um grande numero
de animais, entre elas destacam-se as
mionecroses, representadas pelo
carbunculo sintomatico e pela gangrena
gasosa, que constituem duas das principais
doengas infecciosas dos ruminantes
domeésticos do pais, sendo responsavel por
altas taxas de letalidade, acarretando
grandes prejuizos aos produtores.

A auséncia de programas sanitarios
especificos como o Programa Nacional de
Controle e Erradicagao da Brucelose e da
Tuberculose (PNCEBT), certamente tem
contribuido para o ineficiente controle das
mionecroses.

Apesar da caracterizagdo dos principais
agentes envolvidos nessas enfermidades ter
sido feito no século XIX, fatores
relacionados ao manejo, falta de assepsia
nas vacinagbes e cirargias, vacinas
ineficientes, auséncia de vacinagdes,
aliados & presenca de esporos desses
agentes no ftrato digestivo dos animais e
meio ambiente, propiciam até os dias de
hoje, a ocorréncia da doenca de forma
endémica em todo pais.

-l
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Quanto ao diagnostico das mionecroses, a
grande maioria e feito de forma presuntiva,
baseando-se principalmente nos achados
clinicos e de necropsia. No desenvolvimento
deste trabalho, uma técnica de PCR
multiplex foi padronizada e outras técnicas
desenvolvidas em trabalhos anteriores como
a IFD e IHQ foram implantadas na rotina
laboratorial, possibilitando o diagnostico
etioldgico das mionecroses e 0 mapeamento
da ocorréncia dos clostridios envolvidos
nestas enfermidades no Brasil,
corroborando com o estudo retrospectivo
realizado neste trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho,
aliados a implementagdo das técnicas
desenvolvidas na rotina laboratorial,
permitirdo por parte das industrias
produtoras de vacinas no pais, uma
reavaliagdo da composigao das vacinas com
multiplos antigenos contra clostridioses.
Este fato & de fundamental importancia, em
razao da maioria das vacinas contra
mionecroses, serem polivalentes, e alguns
dos antigenos presentes nas mesmas,
ainda nao haviam sido diagnosticados ou ja
foram diagnosticados, porém em baixa
freqléncia.

Durante o periodo do experimento,
identificou-se pela primeira vez no pais, C.
novyi tipo A como responsavel por um
quadro de gangrena gasosa em bovinos.
Foi identificado C. sordellii em um surto de
gangrena gasosa em ovinos de forma
isolada. Esta condigdo parece ser a
segunda descrita no mundo, contudo, € a
primeira no Brasil. Também foi
diagnosticado pela primeira vez no Brasil,
casos de carbunculo sintomatico visceral
com acometimento do miocardio e, a
detecga@o de C. chauvoei em associagdo ao
C. sordelli, parece ser a primeira na
iteratura.

Os resultados encontrados no estudo
retrospectivo levam a reflexdo sobre a
importancia de C. novyi tipo A e C. sordellii
como agentes responsaveis pelos quadros
de gangrena gasosa e a necessidade ou
nao da presencga desses microrganismos ou
suas toxinas, na composigdo das vacinas
clostridiais. A inclus&o de cada um desses

antigenos se traduz na elaboragao de um
produto com maior grau de tecnologia, com
conseqliente aumento do custo final.

E pertinente frizar, gque vacinas contra
clostridioses, depois de vacinas contra ‘=2bre
aftosa, sdo as mais vendidas no pais. 3d0
produzidas e comercializadas no Brasil, em
torno de 140 milhdes de doses por ano. Por
essas razoes, a busca dos principais
agentes das mionecroses deve ser
implementada para que se possa em um
futuro préximo, estabelecer os agentes mais
prevalentes e estes subsidios permitirdo as
industrias produtoras de vacinas clostridiais
adequarem a formulagao das mesmas.

A padronizagdo da PCR multiplex permitira
a identificag@o dos isolados de C. chauvoei
elou C. septicum, e sementes vacinais dos
laboratorios que comercializam vacinas
clostridiais no pais que contenham em sua
composigao esses agentes, minimizando o
uso de animais, que traz discussdes éticas
por parte de grupos humanitarios.

Em relagdo as técnicas laboratoriais agora
disponiveis para o diagnostico das
mionecroses no Brasil, algumas
particularidades das mesmas devem ser
consideradas: IFD em impressoées de tecido,
considerada padrdao no diagnostico e que
apresenta algumas vantagens em relagéo
ao isolamento, tem por desvantagem a
necessidade do uso de conjugados néo
disponiveis no comércio nacional. Os
mesmos sao trabalhosos para produgao,
necessitando inclusive da utilizacédo de
animais para obtencdo de  soros
hiperimunes. As técnicas de IHQ e PCR
também sdo vantajosas em relagdo ao
isolamento e a IFD, pois a maioria dos
insumos necessarios, encontram-se
disponiveis comercialmente.

Na rotina laboratorial, observa-se com
freqliéncia, que os materiais recebidos para
diagnéstico de mionecroses, s@o remetidos
de longas disténcias e, em sua maioria,
chegam ao laboratério em condigoes
improprias para o isclamento, bem como
para a realizagéo da IFD. A utilizagca» das
técnicas de IHQ e PCR em tecidos fixados
em formol e incluidos em parafina (TFIP),
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minimizara esta situagao, pois a fixagao das
amostras em formol, preserva a morfologia
tecidual e os componentes bacterianos.
Além disso, a técnica de IHQ permite
correlacionar a presenga dos
microrganismos com as lesoes. Estas
técnicas poderdo ser adotadas nos
laboratorios que nd&o  dispéem de
equipamentos para isolamento de
anaerobios.

Os resultados encontrados no estudo de
seqienciamento e analise filogenetica de
seqgléncias parciais do gene da toxina alfa
de C. septicum de isolados de campo e
sementes vacinais do Brasil, permitiram a
inclus@o dos isolados trabalhados em dois
grupos distintos, em func&o da variagdo de
nucleotideos e aminoacidos. Estes achados
servirdo como base para novos estudos
moleculares  visando  caracterizar as
mutagoes encontradas.
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