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RESUMO

As mionecroses causadas por infeccbes do Clostridium perfringens tipo A sdo caracterizadas
por curso rapido e letalidade alta, desconhecendo-se 0 impacto que tem tanto na pecuaria
nacional como mundial. Objetivou-se com o presente trabalho estabelecer um modelo de
inducdo experimental da gangrena gasosa por meio da inoculagdo de bactérias vegetativas do
Clostridium perfringens tipo A. Assim como também, avaliar a eficcia de trés vacinas
experimentais (Toxdide, Bacterina, Bacterina + Tox0Oide) e uma de origem comercial.
Utilizando 98 cobaias (Cavia porcellus) albinas da linhagem “English short ear”, machos, com
peso entre 300 e 500 gramas. Dessas, 50 foram utilizadas para estabelecer a dose de desafio e 48
para a avaliacdo da eficacia das vacinas. Para reproducdo experimental da mionecrose em
cobaios, producdo da bacterina e do toxoide utilizou-se uma amostra de referéncia do American
Type Culturet colecction2 de Clostridium perfringens tipo A (ATCC 13124), pertencente a
bacterioteca do Laboratdrio de Anaerdbios da EV-UFMG. A totalidade dos cobaios (48) foram
divididos em seis grupos, administrando um mL por via subcutanea do imundgeno ou placebo
no dia zero, e, no dia 21, ap6s a primo vacinagao, todos os grupos receberam um reforco ou
placebo novamente. Foram desafiados os animais inoculando 10° UFC/ mL de bactérias
vegetativas do Clostridium perfringens tipo A pela via intramuscular. Todos os animais foram
avaliados clinicamente duas horas antes da inoculacdo e a cada duas horas depois deste
momento, até 72 horas apds o desafio. Foram utilizadas as avaliacGes feitas em momentos
considerados de maior importancia, totalizando sete observacGes. Posteriormente, todos os
animais foram eutanasiados e imediatamente necropsiados e as alteracbes foram avaliadas. Os
parametros clinicos e necroscopicos foram definidos em escore por parametro e totais. Quando
comparados os escores clinicos méximos dos grupos, determinou-se que o grupo Bacterina +
Toxoide (10,80) foi o que apresentou melhor comportamento, ndo encontrando-se diferenca
estatistica quando comparado com o grupo Controle Negativo, seguido dos grupos Toxoide
(13,13), Toxoide Comercial (13,25), apresentando sinais leves da doenga. O grupo Bacterina foi
considerado como ineficiente, apresentando o maior escore clinico total das vacinas avaliadas
(28,71), ndo encontrando diferenca estatistica quando comparado com o grupo Controle
Negativo. Estes resultados foram observados também no escore necroscépico total, sendo
melhor o grupo Bacterina + Toxoide (12,8), seguido pelos grupos Toxoide (16,25), Toxdide
Comercial (15,38), Bacterina (27,14), Controle Negativo (10,00) e Controle Positivo (29,57).
Concluindo, o melhor protocolo de imunizagdo foi Bacterina + Toxdide, é possivel avaliar a
eficacia de vacinas utilizando este modelo, podendo ser utilizado como padréo para avaliagdes
de vacinas contra Clostridium perfringens tipo A e outros clostridios histotoxicos causadores de
mionecrose.

Palavras-chave: Clostridium perfringens, mionecrose, bacterina, toxéide, vacina.

13



ABSTRACT

The myonecroses infections caused by Clostridium perfringens type A are characterized by
rapid course and high mortality, not knowing the impact it has on both national and global
livestock. The objective of the present work was to establish a model of experimental induction
of gas gangrene by inoculation of vegetative bacteria Clostridium perfringens type A, as well as
to assess the efficacy of three experimental vaccines (toxoid, bacterin, toxoid + bacterin) and
another of commercial source. Were used 98 albino guinea pigs (Cavia porcellus) of the lineage
"Inglés short ear"”, males, weighing between 300 and 500 grams. Of these total, 50 were used to
establish the dose of challenge and 48 for assessing the effectiveness of vaccines. For
experimental reproduction of myonecrosis in guinea pigs and the production of the bacterin and
toxoid were used a reference sample of the American Type Culturet colecction2 of Clostridium
perfringens type A (ATCC 13124) belonging to the Anaerobic Laboratory EV -UFMG. The
totality of guinea pigs (48) was divided into six groups. Were administer one ml of the
immunogen subcutaneously or placebo on day zero and, at day 21 after primary vaccination, all
groups were boosted or received placebo again. The animals were challenged by inoculating
107 CFU/mL vegetative bacteria Clostridium perfringens type A intramuscularly. All animals
were clinically evaluated two hours before inoculation and every two hours after this until 72
hours after the challenge. The assessment was made at times considered most important, with a
total of seven observations. Subsequently, all animals were euthanized and necropsied
immediately after to evaluate the changes. The clinical and autopsy parameters were defined by
parameter and total score. When comparing the maximum clinical scores of the groups, it was
determined that the Bacterin + Toxoid group (10.80) showed the best behavior, not finding a
statistical difference when compared with the Negative Control group, followed by Toxoid
group (13.13) and Commercial toxoid (13.25), with minor signs of illness. The Bacterin group
was considered as inefficient, with the highest total score of the evaluated clinical vaccines
(28.71), finding no statistical difference when compared with the Positive Control group. These
results were also observed in the total score autopsy, with the best results being in Bacterin +
Toxoid group (12.8), followed by Toxoid group (16.25), Commercial Toxoid (15.38), Bacterin
(27.14), Negative Control (10.00) and positive control (29.57). In conclusion, the best
immunization protocol was Bacterin + Toxoid. It is possible to assess the effectiveness of
vaccines using this model and could be used as a standard for evaluating vaccines against
Clostridium perfringens type A and other histotoxics clostridia that causes myonecrosis.

Keywords: Clostridium perfringens, myonecrosis, bacterin, toxoid vaccine.
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1. INTRODUCAO

As clostridioses sdo doencas causadas a
partir de infecgcdes por bactérias do género
Clostridium e/ou intoxicacdo por suas
toxinas, caracterizadas por curso rapido e
letalidade alta. Os clostridios sdo bactérias
Gram positivas, anaerobicas estritas e
altamente resistentes ao meio ambiente, ja
gue possuem habilidade de esporularem
guando expostos a condi¢bes extremas.
Existem, aproximadamente, 100 espécies de
Clostridium  distribuidas em  diversas
regides  geograficas, sendo  muitas
comensais do trato  gastrointestinal.
Entretanto, apenas 14 espécies sdo
consideradas patogénicas para diversos
seres vivos (Lobato et al., 2007).

As mionecroses clostridiais s@o doengas
causadas por infeccbes necrotizantes do
tecido muscular. S&o divididas em gangrena
gasosa e carbunculo sintomatico,
diferenciadas pela via de entrada do agente
etiologico, sendo uma exdgena e a outra
endogena, respectivamente. A gangrena
gasosa em humanos é bem relatada como
uma doenga frequentemente encontrada
apoés  procedimentos  cirdrgicos  ou
traumatismos, na qual o agente de maior
importancia é o Clostridium perfringens
tipo A. Caracteriza-se, inicialmente, por:
aumento de volume do tecido afetado,
edema manifesto e evoluindo para
coloragdo palida ou cinza, auséncia de
sensibilidade e hemorragia ao corte do
tecido afetado, presenca de gas e, ao estudo
histoldgico, pouca resposta inflamatoria, o
que acontece poucas horas ap06s a exposi¢ao
ao agente (Urschel, 1999).

Os bovinos sdo afetados por esta bactéria
originando diversas doencas. Em bezerros
neonatos foram relatadas alteracbes no
abomaso com inflamacdo, Ulceras e
timpanismo (Roeder et al., 1988; Songer e
Miskimins., 2005; Van Metre., 2006). Em
bovinos adultos a enfermidade ocorre com
maior frequéncia em vacas, sendo a

principal manifestacdo a sindrome do
jejuno  hemorragico, caracterizada por
enterite  hemorrédgica com  posterior
obstrucdo intestinal, devido a formacdo de
coagulos no intestino delgado (Kalender et
al., 2007; Godden., 2003; Abutarbush. et
al.,, 2004; Tajik et al., 2010). Outras
doencas que podem estar relacionadas ao
agente sdo as mastites  necroticas
(Schoonderwoerd et al., 1990; Gongalves,
2006) e a mionecrose (Guilhardi et al.,
2008; Pires, 2011).

Clostridium  perfringens tipo A ¢
responsavel por causar infecgdes entéricas
em humanos e animais, sendo
constantemente isolado em casos de celulite
anaerobica e gangrena gasosa, embora seja
habitante normal da flora intestinal desses
individuos (Songer, 1996). Estudos com a
toxina alfa purificada demonstraram que ela
é capaz de causar acentuada reducdo na
perfusdo vascular (15-40%) uma hora ap6s
inoculagdo  intramuscular em  ratos.
Também  pode-se  observar  lesdes
histolégicas. A diminuicdo do aporte
sanguineo é responsavel pela reducdo no
potencial de oxirreducdo tissular, condicao
que, além de favorecer a multiplicacdo
desses clostridios, contribui com a necrose,
embora a morte das fibras ou células
musculares ocorra antes da reducdo
substancial do fluxo sanguineo (Hickey et
al., 2008).

As  mionecroses causadas por C.
perfringens tipo A ja foram descritas em
diversas espécies de mamiferos como
elefante (Rahman et al., 2009), cavalos
(Choi et al., 2003), bovinos (Guilhardi et
al., 2008) e humanos. Apesar de ser um
microrganismo amplamente disseminado,
ndo existe um numero significativo de
relatos quanto a natureza clinica e
ocorréncia da doenca em ruminantes.

Pires  (2011) realizou um  estudo
retrospectivo utilizando amostras
compostas de material oriundo de vinte e
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oito bovinos (87,5%) e quatro ovinos
(12,5%), totalizando trinta e duas suspeitas
de mionecrose. A maioria dos casos foram
positivos para imunohistoquimica apenas
para C. chauvoei, seguido de positivos
apenas para C. perfringens tipo A.

Diferentes estudos tém sido orientados na
fabricacdo de vacinas contra gangrena
gasosa causada por Clostridium perfringens
tipo A. A primeira tentativa ¢ do ano de
1930 com a fabricacdo de um toxoide
utilizado em humanos na segunda guerra
mundial, aparentemente obtendo bons
resultados, com a limitante de ndo ter
capacidade de produzir um volume
suficiente para imunizar a totalidade do
batalhdo (Titball, 2009). Em 1972 foi
avaliado o potencial de um toxoide para
prevenir a gangrena gasosa em 0vinos
experimentalmente inoculados, utilizando
projéteis contaminados com Clostridium
prefringens tipo A, na tentativa de
desenvolver um imundgeno para uso em
humanos. Nos ovinos  previamente
vacinados foram  obtidos  resultados
satisfatérios (Boyd, 1972). Na atualidade, a
maioria dos estudos ndo é mais direcionada
ao desenvolvimento de imundgenos para
prevenir a doenca em humanos, mas sim em
animais domésticos, basicamente divididos
em duas procuras: uma delas utilizando
proteinas recombinantes da toxina alfa,
considerados como ndo toxicos, e outra
com toxoides (Titball, 2009).

O codigo de regulacao federal dos Estados
Unidos (CFR, 2012) a Farmacopeia
Europeia sdo referéncia quanto a avaliacdo
de imundgenos no mundo. Estes codigos
estabelecem para a avaliacdo de vacinas
contra  mionecrose  por  Clostridium
chauvoei e Clostridium septicum,
respectivamente, imunizacdo de animais
susceptiveis (cobaias) no dia zero com
reforco no dia vinte e um. Desafiando-os
quinze dias apo6s o reforco pela via
intramuscular com observacdo de morte e
sobrevivéncia por setenta e duas horas, ndo

existindo parametros para Clostridium
perfringens tipo A.

Objetivou-se com o seguinte trabalho
desenvolver um modelo de avaliagdo da
eficiéncia de um toxo6ide encontrado
comercialmente,assim como também, um
tox6ide, uma bacterina e uma bacterina
associada a um toxoide, fabricados no
laboratério de anaer6bios da Escola de
Veterinaria da UFMG, todos com o
Clostridium perfringens tipo A como base,
utilizando-se graus de lesdo muscular
obtidos através de avaliacbes clinicas e
necroscopicas. Com isso, realizou-se uma
avaliacdo muito mais rigorosa e que, de
certa forma, incrementou-se a exigéncia das
vacinas.

Na atualidade ndo foi avaliada a
importancia da mionecrose causada pelo
Clostridium perfringens tipo A na pecuaria
brasileira e mundial. O seguinte trabalho é
uma contribuicdo para se conhecer e
compreender o comportamento clinico,
clinico-laboratorial, assim como também
necroscopico da mionecrose por esse agente
etiologico. Além disso, avaliar a eficiéncia
da unica vacina encontrada atualmente no
mercado brasileiro com esse agente
especifico. Propor, também, um método de
avaliacdo tanto para vacinas de Clostridium
perfringens tipo A, como para Vvacinas
contra outros clostridios histotoxicos.

2. LITERATURA CONSULTADA

2.1.  Clostridium perfringens tipo A
e suas toxinas

O Clostridium perfringens foi descrito pela
primeira vez pelo médico patologista
William H. Welchem e sua equipe de
trabalho no ano 1892 apds realizar uma
necropsia de um homem de trinta e oito
anos de idade. O mesmo apresentava ha um
ano, histérico de tumor perto da regido da
clavicula, alcoolismo, sifilis e tuberculose
pulmonar. Um més antes da morte, 0
paciente apresentou trés episédios de
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hemorragia e foram encontradas ulceracdes
na periferia do tumor. Na necropsia foram
evidenciadas regides de crepitancia
simétrica e com marcado edema
distribuidos na musculatura do pescoco,
peitoral, bragos e coxa, assim como também
na submucosa das veias jugular, femorais e
braquiais e lesbes de tuberculose
disseminada. Além de um trombo
localizado na jugular. No exame
microscépico do trombo sanguineo e
tecidos  alterados  foram  descritos
abundantes bacilos similares a espessura do
Bacillus antracis, com extremidades
ligeiramente arredondadas, capsulados e
distribuidas em massas irregulares. N&o
foram encontrados microrganismos com
outros tipos de morfologia. A bactéria foi
nomeada de Bacillus aerogenes capsulatus,
posteriormente denominado como Bacillus
welchii em homenagem ao descobridor do
agente (Lucey e Hutchin, 2004).

Estudos posteriores foram realizados por
Welchem inoculando a bactéria isolada no
paciente necropsiado em ratos pela via
intravenosa. Os ratos morreram poucas
horas apos e os coelhos morreram em dois
dias ap6s a inoculacdo. Na necropsia, 0s
coelhos apresentaram madltiplas bolhas de
gas nos vasos sanguineos. O experimento
conferiu a teoria que o gas encontrado nos
vasos sanguineos do humano era produto
daquele bacilo isolado na necropsia. Uma
das conclusdes do pesquisador foi que o
agente precisava de certo grau de
anaerobiose explicando como a pouca
oxigenacdo dos tecidos no humano produto
da anemia secundaria a hemorragia e a
tuberculose, poderiam ser fatores que
permitiram o crescimento, disseminagédo da
bactéria e formacdo de gas no organismo
antes da morte. Esta condicdo de
anaerobiose e ou aerotolerancia foi
corroborada pela avaliagdo do crescimento
da bactéria pelo método de Buchner’s,
determinando que o bacilo tinha a
capacidade de crescer mesmo antes de ser
consumido a totalidade do oxigénio. Em

1929 foi reconhecido o Bacillus welchii
como  Clostridium  welchii,  sendo
responsabilizado como agente patogénico
de maior importancia durante a primeira
guerra mundial por causar gangrena gasosa
em pessoas com ferimentos prévios (Lucey
e Hutchin, 2004).

Essa bactéria cresce vigorosamente a
temperaturas entre 20 e 50 °C, sendo seu
maior crescimento a 45 °C. Quando sdo
cultivadas em placas de Agar sangue, dupla
hemdlise é observada, uma hemdlise total e
uma parcial ao redor da col6nia bacteriana
devido a acdo hemolitica das toxinas alfa e
teta, respectivamente. Em Agar gema de
0vo € observada uma regido opaca produto
da capacidade que o microorganismo tem
de produzir lecitinase. Além disso, tem a
capacidade de reduzir o nitrato, fermentar a
glicose, maltose, sacarose e outros agucares
(Hatheway, 1990).

Existem cinco subtipos de Clostridium
perfringens (A, B, C, D, E) classificados
segundo a produgdo de toxinas maiores
(alfa, beta, épsilon e iota). Além dessas, séo
conhecidas toxinas menores (delta, teta,
kappa, lambda, mu, nu, gamma, eta,
neuraminidase e enterotoxina). A maioria
com uma atividade bioldgica definida
(Hatheway, 1990).

O Clostridium perfringens tipo A é um
bacilo Gram positivo, catalase negativo,
imovel, com esporos subterminais e ovais;
requerendo condicBes de anaerobiose para
seu crescimento. No entanto, tolera uma
exposicdo moderada ao oxigénio e uma
reducdo relativamente baixa no potencial de
oxirredugdo  para  seu  crescimento
(Heikinheimo, 2008). Tem sido
frequentemente  isolado de contetdo
intestinal de animais clinicamente normais
(Siqueira et al., 2012).

A toxina alfa é a mais estudada das toxinas
produzidas pelo Clostridium perfringens
tipo A, e reconhecida como a de maior
importancia na patogénese de diferentes
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doengas causadas em animais e humanos
(Titball, 1999).

Os primeiros estudos foram realizados por
Nagler em 1939, nos quais observou-se que
depois de adicionar culturas de Clostridium
welchii tipo A em soro de humano, o
mesmo apresentou opalescéncia e separacao
de camada de gordura precipitando-se ao
extremo superior do meio liquido.
Posteriormente, foram realizados o0s
mesmos procedimentos com diferentes
bactérias e coincidentemente os resultados
para todas as estirpes de Clostridium
welchii  foram similares. Estes néo
apresentaram  alteragdo quando eram
adicionados outros tipos de bactéria em
soros de humanos, nem em soros nos quais
eram  colocadas  antitoxinas  contra
Clostridium welchii, hipotetisando que a
bactéria tinha a capacidade de eliminar
alguma substéancia que causaria esse efeito.

Foi quando Macfarlane e Knight no ano
1941 descobriram que a toxina alfa de
Clostridium welchii era capaz de causar
uma reagdo em uma emulsdo composta de
gema de ovo e solucdo salina, encontrando
uma opalescéncia muito mais acentuada
gue a observada no soro sanguineo e com
formacdo de uma espécie de creme produto
da coalescéncia de glébulos de gordura,
assim como também hemdlise. Com esse
trabalho concluiu-se que a toxina alfa do
Clostridium welchii era responsavel pela
reacdo tanto no soro sanguineo, estudo
realizado por Nagler em 1939, como na
emulsdo de gema de ovo, devido a
degradacdo da lecitina presente nos
mesmos. Sabendo que a lecitina tem uma
importante  funcdo estabilizadora nas
emulsdes de gordura e proteina e pela
hemolise (reacbes que se acentuavam
quando era adicionado célcio), concluiu-se
gue as toxinas: beta, iota e épsilon nao
tinham efeito nenhum nas alteracGes
encontradas (Macfarlane e Knight, 1941).

A toxina alfa é uma metaloenzima que
possui trezentos e setenta residuos de

aminodcidos, é composta de uma
Fosfolipase C (PLC), Esfingomielinase
(SMASE) e substancias com atividades
biol6gicas que causam hemdlise, morte
celular e dermomionecrose. Estudos
cristalograficos mostram que a toxina alfa
possui dois dominios, o N-dominio que é
integrado por nove alfas hélices e o C-
dominio com oito filamentos antiparalelo
beta — sanduiche, importantes para a ligacdo
da toxina com a membrana celular da
espécie afetada. Esta toxina, em altas
concentracBes, provoca uma degradacao
macica da membrana celular, ativando a
cascata do 4&cido araquidénico, com
producdo do tromboxano A2. Além disso,
induz a producdo e liberacdo de mediadores
intercelulares das células endoteliais, com
formacdo de uma molécula de adeséo
intracelular, a interleucina-8, do fator de
necrose tumoral- alfa, do fator ativador de
plaquetas e de uma molécula de adesdo
endotelial de leucocitos. Esses fatores
contribuem para uma maior permeabilidade
vascular, com agregacao plaquetaria, edema
e morte celular (Sakurai et al., 2004).

O comprimento das cadeias de carbonos
dos grupos carboxilos graxos contidos nos
lipossomas das células dos mamiferos, e 0
seu grau de saturacdo sdo fatores
importantes para a ligacdo da toxina na
célula, hidrélise de fosfolipidios e ruptura
da membrana celular. Lipossomas que
contém entre 12 a 14 grupos carboxilas
insaturadas sdo mais suscetiveis a hidrolise,
guando comparados com os lipossomas que
contém 16 a 18. Mas estes por terem uma
ligacdo dupla, sdo mais susceptiveis ao
rompimento da membrana celular. Além
disso, o grau de saturacdo das cadeias dos
fosfolipidios facilita 0s contatos
hidrofobicos da enzima com  os
fosfolipidios alvos da membrana celular do
hospedeiro (Flores-Diaz et al., 2004). Os
jons de célcio também s&o considerados
essenciais para a interacdo da toxina alfa
com as bicamadas de fosfolipidios da
membrana celular, a molécula de calcio
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liga-se com a toxina no dominio C terminal,
que a sua vez € ligada com as cabecas
polares dos fosfolipidios (Guillouard et al.,
1996).

A toxina alfa tem a capacidade de ocasionar
lise de hemaécias, sendo as espécies na
ordem de susceptibilidade a humana e
murina, posteriormente o carneiro e por
altimo o equino. As membranas celulares
dos eritrécitos da espécie murina possuem
propor¢bes semelhantes de fosfatidilcolina
e esfingomielina, enquanto os de ovinos
possuem maior proporcao de
esfingomielina e os de equinos uma
propor¢do mais elevada de fosfatidilcolina.
Podendo ter esta diferenga na composicao
de fosfolipidios de membrana alguma
influéncia na sensibilidade a acédo
hemolitica da toxina alfa em diferentes
espécies (Sakurai et al., 2004).

Um estudo realizado in vitro usando duas
linhas celulares neoplasicas humanas,
adicionando uma dose de 200 microgramas
de toxina alfa por mililitro de solucéo,
resultou em diferencas no percentual de lise
celular entre as linhas celulares estudadas
(Lee e Sartorelli, 1983), o que motivou a
estudar se existia algum tipo de resisténcia
celular & acdo toxica da toxina alfa. Um
estudo mais recente foi realizado fabricando
mutantes de fibroblastos de pulmédo de
hamster (Células Don) hipersensiveis a
toxina alfa de Clostridium perfringens tipo
A, demonstrando que estas células eram
deficientes para metabolizar glicose.
(Florin, 1991). Estas células mutantes
foram expostas a quinze nanogramas da
toxina alfa por mililitro de solucéo por duas
horas, obtendo uma marcada diminuicdo da
viabilidade celular, o que confirmou a
hipersensibilidade celular a acdo da
fosfolipase C, até 105 vezes mais sensivel
que células selvagens, assim como também,
0 estudo ajudou a elucidar a patogénese e
suscetibilidade da gangrena gasosa em
pacientes diabéticos (Flores-Diaz et al.,
1998).

Embora a toxina considerada mais
importante produzida pelo Clostridium
perfringens tipo A, seja a alfa, o agente
bacteriano é capaz de produzir outras
toxinas com acdo conhecida ou ainda em
estudo, como: teta, perfringolisina O (Awad
et al, 2001; Kennedy et al., 2009),
enterotoxina (Garcia-Alvarado et al., 1992;
Wang et al., 2011), beta 2 (Bacciarini et al.,
2000) e net B (Martin e Smyth, 2009;
Keyburn et al., 2010).

2.2 Histdrico da Gangrena gasosa

A gangrena gasosa foi descrita pelos
americanos na década dos trinta, como uma
doenca necrosante regional, que afetava a
musculatura estriada, caracterizada por
edema intenso, producdo de gas, com usual
odor putrefeito e alta taxa de mortalidade
(Callander et al., 1938).

Foi descrita uma doenga similar desde a
época de Hipocrates, que apesar da
ignorancia quanto a sua etiologia, permitiu
descrever o comportamento clinico dos
casos atendidos. Maisonneuve (1853)
denominou a doenca como “Gangrena
fulminante”, acontecendo Varios casos
clinicos nos anos seguintes na Guerra de
Criméia. Em 1864 Pirogoff, chamou a
doenga de “Edema gangrenoso agudo”.
Bottini em 1871 foi o primeiro em
demonstrar que era de natureza infecciosa e
transmissivel. Em 1877, Pasteur e Joubert,
descobriram  um  agente  patogénico
anaerobio o qual foi nomeado como
“Vibrion septique”. Estudos realizados por
Koch e Gafkky em 1881 na Alemanha,
descreveram um micro-organismo
anaerébio idéntico ao descrito pelo Pasteur
(1877), responsavel por ocasionar o0
“Edema malingno”, que na Franca era
conhecido por Chauveau como “Gangrena
septicémica”. Aparentemente no ano 1892
ficou conhecida como “Gangrena gasosa”
(Callander et al., 1938).

Em 1892, Whelch e Nutall descreveram
uma bactéria com capacidade de ocasionar
bolhas de gas em diferentes Orgdos e
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tecidos, observada em um paciente que foi
realizado o procedimento de necropsia,
dando o nome de Bacillus aerogenes
capsulatus (Lucey e Hutchin, 2004). No
ano 1898, Veillon e Zuber, anunciam o
descobrimento de uma bactéria que
chamaram de Bacillus perfringens, com
caracteristicas idénticas as descritas por
Whelch e Nutall. Foi em 1900, quando esta
bactéria foi bem definida como causadora
de gangrena gasosa nos Estados Unidos
(Callander et al., 1938).

Bates, (1936) médico cirurgido do hospital
da Universidade de lowa, relatou trinta e
dois casos de gangrena gasosa em humanos
dividido em dois periodos. O primeiro
desde 1926 até 1932 e o segundo desde
1932 até 1936, ambos os periodos com
dezoito  pacientes cada, encontrando
mortalidades de 50% e 18%,
respectivamente. A totalidade dos afetados
apresentou sinais clinicos da enfermidade,
caracterizados por uma coloragdo inicial
vermelha, dor, edema intenso, quando
evoluia era frequente a perda da
sensibilidade, contragdo  muscular e
coloragdo negra esverdeada, denominado
como “Musculo sem vida”. O agente
isolado na maioria dos casos foi O
Clostridium welchii.

Inimeros casos de mortalidade por
gangrena gasosa foram relatados em
humanos durante a Primeira Guerra
Mundial. O que permitiu que os médicos
pesquisadores, conhecessem 0
comportamento clinico da doenca e
conseguiram diferenciar de enfermidades
similares, assim como também modificar as
técnicas de diagndstico microbioldgico e
ferramentas terapéuticas. Ja na Segunda
Guerra Mundial, existia um conhecimento
melhor sobre as enfermidades clostridiais
gue atingiam a musculatura e subcutaneo,
diagnosticando-se  casos de  celulite
anaerobia, gangrena gasosa e por outros
agentes como miosite estreptocdccica,
atuando com intervengdes terapéuticas
diferentes, o que permitiu uma melhora na

recuperagdo dos individuos, por tanto, um
menor percentual de mortalidade (Lowry e
Curtis, 1947).

No Brasil, foi relatado um caso de morte
aguda por mionecrose em um touro da raga
Simental, de cinco anos de idade, em um
rebanho de cem animais. Com historico de
vacinagdo  polivalente para  agentes
clostridiais. Observaram-se na necropsia
regibes de necrose na musculatura glltea
superficial, masséteres e regido costal,
assim como também intestino delgado
congesto e bolhas de gas distribuidas na
superficie do figado. Realizaram-se
esfregacos dos tecidos e corados pelo
método Gram, encontrou-se bastonetes
Gram positivos curtos, ndo esporulados,
grossos e alguns em cadeia. Posteriormente,
foi identificado pela técnica de PCR que o
agente tratava-se de Clostridium
perfringens tipo A. Uma das justificativas
do autor é que a doenca apresentada no
bovino foi conseqiiéncia da falta do agente
etiolégico na composi¢do das vacinas
comerciais (Guilhardi et al., 2008).

Um estudo retrospectivo realizado no Brasil
avaliou a positividade de amostras
provenientes de casos suspeitos de
mionecrose, fixadas em blocos de parafina,
utilizando-se a técnica de
imunohistoquimica. Os espécimes clinicos
foram coletados de ruminantes provenientes
de 13 cidades do Mato Grosso do Sul e um
do Mato Grosso, sendo trés de Agquidauana
(9,4%), quatro de Inocéncia (12,5%), um de
S&0o José do Rio Claro Mato Grosso (3,1%),
dois de Terenos (6,2%), um de Nova
Andradida (3,1%), dez de Campo Grande
(31,3%), dois de Anastacio (6,3%), um de
Angélica (3,1%), um de Jaraguari (3,1%),
um de Agua Clara (3,1%), um de Corumba
(3,1%), um de lvinhema (3,1%), dois de
Laguna Caarapa (6,2%), um de Bodoquena
(3,1%) e wum de Nioaque (3,1%).
Encontrando-se isoladamente Clostridium
chauvoei e Clostridium perfringens tipo A.
Os demais diagnosticos demonstraram
associacdo de dois ou trés agentes, sendo o

20



mais frequente a ocorréncia de C. septicum,
C. chauvoei e C. perfringens tipo A,esses
resultados demostram a importancia que
tem o Clostridium perfringens tipo A na
gangrena gasosa dos ruminantes (Pires,
2011).

Ambos os estudos representam uma alerta
para considerar o Clostridium perfringens
tipo A como possivel causador de
mionecrose na pecudria nacional. Visto que
hoje ele tem sido mais relacionado como
causador de enterotoxemia em pequenos
ruminantes e algumas outras doencas
gastrintestinais, ainda ndo comprovadas em
bovinos. Uma vez conhecida a prevaléncia
do agente causador desta doenca € preciso
definir previamente as medidas para a
prevencdo da mesma, uma delas fazendo
uso preventivo com vacinas.

2.3.  Tratamento e profilaxia da
gangrena gasosa

No ano 1938 eram descritas diferentes
alternativas de tratamentos usadas em
pacientes com gangrena gasosa, alguns com
maior éxito que outros, entre eles sao
citados: procedimentos cirirgicos, desde
incisdo e retirada do material necrético até
amputacdo do membro, assim como
também, o uso de antitoxinas contra
Clostridium welchii e antibidtico-terapia
(Synder e Kansas, 1965).

O uso de soros antitdéxicos originou muita
duvida e controvérsia nos pesquisadores,
guanto ao seu uso, pois, ja era conhecido
que a gangrena gasosa era causada por
diferentes agentes etioldgicos. Existia
também a dificuldade para determinar a
dose curativa e ou profilatica, o que
motivou 0s pesquisadores conhecerem as
prevaléncias desses agentes para depois
realizar um soro com diferentes antitoxinas,
que foram usadas em  humanos.
Consequentemente continuaram
apresentando-se casos da enfermidade,
mesmo em pessoas que receberam doses do

soro antitoxico. Posteriormente foi definido
que o produto utilizado devia conter pelo
menos; 10.000 U.l de antitoxina Welch,
10.000 U.I de antitoxina Vibrion septique,
200 U.l de antitoxina Novyi, 200 U.l de
antitoxina Sordelli e 25 U.l de antitoxina
Histolyticus. Uma vez estabelecida a sua
composicdo, determinou-se a melhor
estratégia de uso, sendo utilizado como
profildtico quando injetado por via
subcutanea por duas aplicacfes em tempos
diferentes em pacientes saudaveis ou com
aplicagcdo diretamente nos ferimentos de
pacientes acometidos (Callander et al.,
1938).

A combinagdo das estratégias descritas
anteriormente parece que foi o mais
acertado quanto a prevengdo, controle e
tratamento da gangrena gasosa. Utilizando-
se a antitoxina polivalente como profilatico
e caso apresentarem sintomatologia clinica,
era realizado eliminacgéo do tecido necrotico
e lavagem com solugdo de Pilcher’s,
contendo alguns sulfatos, acido acético,
NaCl, alcool, formol a 40 % e agua como
veiculo.  Outros  tratamentos  foram
descritos, como o uso de raio-X, insuflacdo
de oxigénio nas regiGes gangrenadas ou
inalacdo do mesmo, sendo apenas o Ultimo
considerado satisfatério no auxilio na
recuperacdo dos pacientes (Callander et al.,
1938).

Acreditava-se que o uso de sulfonamidas na
gangrena gasosa era benéfico. Depois de ser
utilizado em trés pacientes com esta doenga
pos-traumatica, e obtido a cura na
totalidade dos acometidos, ndo foi
considerado apenas a sulfonamidas como
fator curativo nesses casos ja que 0s
pacientes tinham recebido doses de
antitoxina polivalente. Um estudo posterior
contrariou essa  hipotese, inoculando
pombos com Clostridium welchii e tratados
com sulfonamidas por via oral, o que
ocasionou a morte da totalidade dos animais
(Owen e Thompson, 1939).
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A partir da década de quarenta foram
relatados estudos usando penicilina no
tratamento da doenca, um deles foi
realizado em trés pacientes com gangrena
gasosa, sem terem recebido previamente
qualquer tipo de antitoxina, tratados com
associacdo de penicilina e sulfonamida,
obtendo a recuperacéo dos afetados. Assim,
demonstrou-se que a penicilina ou a sua
combinagdo com a sulfonamida era um
fator a ser considerado no tratamento da
gangrena gasosa (Harris e Leviton, 1945).

2.4, Vacinas contra Clostridium
perfringens tipo A

Altemeier, (1947) utilizou uma estirpe de
Clostridium welchii (BD6KO), previamente
incubado por 24 horas em seguida inoculou
em pombos com a finalidade de manter a
viruléncia do agente. Posteriormente
fabricou um toxdide adicionando sulfato de
amonio para inativacdo das toxinas e algum
composto a base de aluminio para aumentar
a imunogenicidade. Foram avaliados 17
grupos de cobaios, cada grupo variando
entre 17 e 29 animais. Sete grupos
receberam duas e nove grupos receberam
trés aplicacdes do toxodide por via
subcutanea, totalizando 364 animais
tratados e 274 utilizados como grupo
controle. Apresentando-se diferengas na
sobrevivéncia de grupos entre 13 e 100%.

O autor relata a dificuldade de fabricar um
toxoide eficaz capaz de proteger contra a
gangrena gasosa produzida pelo
Clostridium  welchii. Mesmo obtendo
resultados discrepantes quando foram
comparados os trés toxoides realizados sob
condigbes idénticas, 0S grupos que
apresentaram niveis de antitoxina sanguinea
maior (3, 6, 7) foram os que tiveram maior
taxa de sobrevivéncia (100%, 70% e 95%),
respectivamente.Concluiu-se  entdo  que
eram necessarios mais estudos para
compreender a dindmica da protecdo dos
imundgenos, para posterior uso em
humanos (Altemeier et al., 1947).

Quase trés décadas depois, Boyd e
colaboradores, (1972), estudaram a eficacia
de um toxoide na prevencdo da gangrena
gasosa em ovinos infectados
experimentalmente pelo Clostridium novyi
tipo A e Clostridium perfringens tipo A. O
produto  imunogénico  tinha  como
composi¢ao uma mistura de toxodides contra
a toxina alfa de Clostridium nowyi,
Clostridium  septicum e  Clostridium
perfringens type A, 2 % de hidréxido de
aluminio como adjuvante e 0,1 % de
timerosal como conservante, utilizando-se
dose de dois ml por via subcutédnea em
ovinos.

Primeiramente os animais foram desafiados
pela via intramuscular com uma suspens&o
bacteriana de Clostridium novyi. Vinte
ovinos sobreviventes foram divididos em
quatro grupos que representaram 0
tratamento, e oito ndo vacinados foram
divididos nos mesmos quatro grupos, que
representaram o grupo controle. Os tratados
e controle foram desafiados nas semanas
(43, 44, 45 e 56) ap6s a vacinagdo,
colocando um ml de uma cultura de
Clostridium perfringens tipo A (CN1491) a
concentracdo de 3 X 10° de células
vegetativas por ml em um pano de tela,
formando uma é&rea de umidade de dois
centimetros, a qual foi perfurada por um
projétil fazendo uso de arma de fogo,
atravessando a musculatura da coxa do
membro posterior direito, repetindo o
procedimentos na totalidade dos animais, na
tentativa de simular o que acontecia em
humanos na | e Il Guerra Mundial. Seis
ovinos do grupo controle e apenas um do
grupo imunizado morreram de gangrena
gasosa até quatro dias ap6s o desafio,
obtendo uma taxa de sobrevivéncia de 25%
e 90 % respectivamente. Demonstrando a
eficacia do toxdide avaliado, concluiu-se
que apesar de ndo ter relagdo fisiologica
entre 0 modelo animal estudado e 0 homem,
este estudo elucidou alguns aspectos
imunolégicos e microbiolédgicos, fazendo
uma contribuicdo na medicina humana para
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a prevencdo desta doenca (Boyd et al.,
1972).

Fabricar um toxoéide capaz de proteger
contra a gangrena gasosa produzida pela
infeccdo do Clostridium pefringens tipo A
ndo representava mais um problema
naquela época. No entanto, obter uma
guantidade suficiente para imunizar a
totalidade dos batalhGes representou a
maior limitante no controle dessa
enfermidade. Hoje, as pesquisas avaliando a
eficdcia e desenvolvimento de diferentes
vacinas contra Clostridium perfringens tipo
A na gangrena gasosa, ndo sdo mais
direcionadas ao uso em humanos, como foi
descrito anteriormente, mas sim em animais
de producéo, devido ao conhecimento do
impacto que este ocasiona (Titball, 2009).

Na atualidade existem duas abordagens
para o desenvolvimento de vacinas contra
Clostridium perfringens tipo A na gangrena
gasosa, uma delas é a utilizacdo de
fragmentos considerados como nédo toxicos
da toxina alfa (Dominios) e a outra continua
sendo a classica fabricacdo de toxoides
utilizando toxinas brutas inativadas (Titball,
2009).

Titball, (1999) usando técnicas de
manipulacdo genética, conseguiu avaliar a
eficacia de protecdo de quatro tipos de
imundgenos contra gangrena gasosa. Foram
utilizados um toxoide classico contra
Clostridium perfringens tipo A e um
toxoide modificado. Neste foi adicionado
10 microgramas de extrato de hidrocloridro
de guanadina (GST-CPA 4. 370), € dois
grupos,nos quais a sua composicdo eram
fusdes de aminoéacidos de fragmentos que
representavam o Dominio — N (CPA | _ 54)
e Dominio C terminal (CPA ,4; _ 370) da
toxina alfa.Utilizou-se como controle dois
grupos onde ndo foi aplicado nenhum
imundgeno. Os grupos avaliados foram
representados por seis camundongos cada,
apenas os vacinados foram desafiados tanto
com doses de cinco a cinquenta
microgramas de toxina alfa por via

intraperitoneal, e animais sob as mesmas
condigdes com 10° células vegetativas de
uma estirpe de Clostridium perfringens tipo
A (NCTC 8237) por via intramuscular e o0s
grupos controle foram subdivididos e
inoculados com trés diluicbes do mesmo
indculo de células vegetativas (10’ 108,
10°%) pela mesma via. Nos grupos controle
morreram a totalidade dos animais exceto
os inoculados com a diluicdo de 10’
considerada pelo autor como dose nao letal.
No grupo Dominio — N (CPA ;1 _ )
morreram todos os individuos, no toxoide
modificado morreu o0 66 % dos inoculados,
e nos grupos toxaéide classico e Dominio C
terminal (CPA ,47 _ 370) Obteve-se 100 % de
sobrevivéncia.

Um estudo posterior foi realizado,
utilizando a mesma tecnologia descrita
anteriormente, na qual se avaliou uma
proteina recombinante como imundgeno,
composta de uma fusdo de aminoacidos do
Dominio C terminal (CPA 247 _370) da toxina
alfa.  Utilizou-se camundongos como
modelo experimental, determinando-se o
percentual de sobrevivéncia, assim como
também o efeito na fungdo microvascular e
resposta inflamatéria tecidual. O desafio foi
realizado com inoculacdo intramuscular de
trés doses: 10’, 10° e 10° de células
vegetativas de Clostridium perfringens tipo
A (ATCC 13124). Obteve-se uma taxa de
sobrevivéncia para os imunizados de 90%,
90% e 80 %; e 40%, 0% e 0% para 0S
grupos controle nas respectivas diluigdes.
Os grupos tratados apresentaram um menor
grau de lesdo muscular e trombose da
microvasculatura, e maior infiltrado de
células inflamatdrias no local de infeccdo
(Stevens et al., 2004).

Em ambos os trabalhos, concluiu-se que o
uso do Dominio C terminal (CPA .47 _ 370)
da toxina Alfa do Clostridium perfringens
tipo A das duas estirpes ATCC 13124 e
NCTC 8237, sdo uma estratégia viavel a ser
usada na prevencdo da gangrena gasosa
causada pelo agente estudado. Assim como
também, ajuda a elucidar como o uso de
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pequenos fragmentos de toxinas ndo téxico
induz uma resposta imunoldgica igual ou
similar a aquela produzida por toxinas
brutas inativadas. Levando uma perspectiva
a futuro de fabricar um produto com
combinagBes dessas fracdes ndo tdxicas e
imunogénicas de diferentes  agentes
etioldgicos, assim o animal sendo exposto a
menores quantidades de epitopos, este teria
uma  melhor  resposta  imunoldgica
especifica, o que contribuiria na eficacia
das vacinas, portanto na prevengdo das
doengas. Assim como tambeém permitiria
através do uso desta ferramenta, fabricar
uma quantidade do produto maior em um
menor tempo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizagdo do
experimento

O experimento foi realizado na Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV-UFMG). Os animais
foram alojados no Laboratério de soros e
vacinas do Departamento de Medicina
Preventiva (DMVP), as técnicas
microbiol6gicas foram  realizadas no
Laboratorio de Anaerobios do DMVP e as
necropsias foram realizadas no Laboratorio
de Patologia Veterindria do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinarias (DCCV).

3.2, Animais utilizados

Foram utilizados um total de 98 cobaios
(Cavia porcellus) albinas da linhagem
“English short ear”, machos, com peso
entre 300 e 500 gramas, os quais foram
adquiridos em um biotério comercial.
Desses, 50 foram utilizados para estabelecer
a dose de desafio e 48 para a avaliagio da
eficacia das vacinas. Para estabelecimento
da dose desafio, os animais foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos de 10
animais. Para avaliacdo da eficiéncia das
vacinas testadas, formaram-se seis grupos
de oito animais. Todos os animais foram
alojados em gaiolas de polipropileno de 25

cm de largura por 30 cm de comprimento,
sendo cinco animais por caixa. Realizou-se
tricotomia nos membros pélvicos, abdémen
e peito, posteriormente foram pesados e
identificados. Os cobaios foram
alimentados com racdo comercial’ para
cobaias e 4agua ad libitum, sendo
suplementadas com vitamina C a 20% na
dose de 10 mg/kg, trés vezes por semana
até o final do experimento.

3.3.  Obtencéo dos Imundgenos
3.3.1. Amostra de referéncia

Para  reproducdo  experimental da
mionecrose em cobaios, producdo da
bacterina e do toxdide utilizou-se uma
amostra de referéncia do American Type
Culturet  colecction” de  Clostridium
perfringens tipo A (ATCC 13124),
pertencente a bacterioteca do Laboratorio
de Anaeroébios da EV-UFMG.

3.3.2. Cultivo e fermentacdo da
amostra

A amostra de Clostridium perfringens tipo
A foi reconstituida em caldo Brain heart
infusion® (BHI) e, apés 12 horas de
incubaco, em jarra de anaerobiose’
contendo mistura gasosa (80% N2; 10%
CO2; e 10% H2), a 37°C, foi semeada em
tubos de ensaio com tampa de rosca,
contendo BHI, e em duas placas com &gar
Muller-Hinton* suplementado com (5%
(v/v) de sangue de carneiro (AS). Os tubos
e uma das placas foram incubados em
anaerobiose a 37°C por 24 horas. A outra
placa foi deixada em aerobiose para
realizacdo de teste respiratorio avaliando a
pureza da amostra. As coldnias foram
avaliadas visualmente e pelo método de
Gram quanto a morfologia e pureza.

INUVILAB CR1, Brasil
2Cewin , Brasil

$NIBISC, Inglaterra

4 Difco Laboratories, EUA
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A fermentacdo bacteriana foi realizada em
trés etapas: obtencdo do pré-indculo,
indculo e fermentacdo em biorreator de
bancada (BioFlo 110)° com volume da
dorna de 5,0L. O biorreator® é provido de
uma turbina do tipo pitched-blade,
dispondo de controle de velocidade de
agitacdo e fornecimento de géas nitrogénio
gue permitem manter uma atmosfera
anaerobia durante todo o ensaio. O aparelho
possui um sistema automatico de controle
de temperatura e pH, além de permitir a
colheita de aliquotas para a dosagem da
concentracéo celular, a qual foi quantificada
através da medida de densidade 6tica (DO)
em espectrofotdmetro’ a 600 nm. O meio
utilizado na fermentacdo foi o TYG
(protease de peptona (1% v/v), digestdo
pancreética de caseina (1% v/v), extrato de
levedura (0,5% v/v), glicose (0,5% v/v),
NaCl (0,5% v/v), Na,HPO, (0,5% V/v),
KH,PO, (0,27% viv), MgSO, (0,003% v/v)
e cisteina (0,03% v/v) para o processo de
fermentacéo.

O pré-indculo em BHI foi transferido na
proporcdo de 10% (v/v) para 0 meio TYG
no biorreator, sob  atmosfera de
anaerobiose, pH 7,1 e temperatura de
36,7°C. A fermentacdo foi interrompida na
fase estacionaria de crescimento bacteriano.
Ap6s  crescimento, a cultura foi
centrifugada a 3.000 x g a 4°C por 30
minutos. O sobrenadante da cultura foi
concentrado 32 vezes por sistema de
ultrafiltracdo tangencial com cartucho
Pellicon® com membrana de retencéo de 10
kDa’. O filtrado diluido para foi
armazenado a -80°C até sua utilizagdo. O
pellet total obtido foi ressuspendido em um
litro de tampdo fosfato PBS 1X, realizando
plagueamento em placas de AS para
posterior  estimativa  das  unidades
formadoras de coldnia (Manteca, 2006).

*Oxoide, Inglaterra

% New Brunscwick Scientifc, UK
" CELM, Brasil

8 Millipore Corporation, EUA
%Sardstedt, EUA

3.3.3. Fabricacdo do placebo e
vacinas

A suspensdo  bacteriana obtida na
fermentacéo foi novamente centrifugada a
3000 x g a 4°C, durante 30 minutos, e 0
sobrenadante descartado. O precipitado foi
ressuspendido em 15 mL de solucgdo estéril
de tampdo fosfato (PBS) pH 7,2, Esse
procedimento foi repetido por quatro vezes,
e, apos a ultima centrifugacdo, utilizaram-se
diferentes diluicbes até conseguir uma
concentracdo de 10" unidades formadoras
de colbnias por ml (UFC/mL) de
Clostridium perfringens tipo A
Posteriormente foi inativada a suspensao,
adicionado 0,5% de solugdo de formalina
neutra tamponada (v/v), mantendo-a sob
agitacdo constante, overninght, temperatura
ambiente.

A partir do sobrenadante obtido na
fermentacéo foi realizada dosagem proteica,
utilizando-se um kit comercial®®, e titulagdo
em camundongos (Sebaldi e Petit, 1998), e
posteriormente foi dividido em duas
aliquotas, e uma delas foi subdividida em
ependorf e congelada a -80 °C. Na outra
aliquota foram adicionados 0,5 % de
solucdo de formalina neutra tamponada
(v/v) sob agitacdo em estufa bacterioldgica
a 37 °C durante 24 horas.

As preparaces e diluicGes utilizadas para a
fabricacdo das diferentes vacinas sdo
apresentadas na tabela 1.

25



Tabela 1: Composicédo das vacinas avaliadas, em cobaios inoculados experimentalmente com
Clostridium perfringens tipo A pela via intramuscular.

Vacina Composicao

Placebo 45mL PBS +5 mL + AL (OH)3
Toxoide 45 mLTIl +45 mL PBS +10 mL AL (OH)3
Bacterina 1 mL SB +89 mL PBS + 10 mL AL (OH)3

Bacterina + Tox0ide
Toxo6ide Comercial

1mL SB+89mLPBS +45mL Tl + 10 mL AL (OH)3
Toxdbide de CPA maior ou igual a 0,5 UI*

PBS: Solugdo tamp&o salina fosfato 1x,AL(OH)* Hidréxido de aluminio, T1: sobrenadante
com toxinas inativadas, SB: Suspensdo bacteriana inativada, (*)Descri¢do na vida bula do

produto.

3.34. Controle de qualidade e
inocuidade das vacinas

Para o teste de inocuidade, administrou-se
0,5 mL de cada uma das trés vacinas
experimentais em oito camundongos por
via intraperitoneal (CFR, 2012) e dois mL
em dois cobaios por via subcutinea,
seguindo por uma observacdo de sete dias
para anotacdo de algum tipo de alteracio
clinica ou morte. (Pereira, 1997).

O teste de esterilidade foi realizado
semeando 0,5 mL de cada vacina
experimental em quatro tubos com tampa
rosca contendo 10 mL de caldo
Tioglicolato, quatro placas AS e em quatro

placas Agar batata. Metade dos cultivos foi
mantida em aerobiose e a outra em
anaerobiose a 37°C, por 14 dias, com
leituras diarias (Pereira, 1997).

3.4.  Avaliacdo das vacinas

Avaliou-se a eficiéncia de quatro vacinas
contra Clostridium perfringens tipo A, trés
delas produzidas no Laboratério de
Anaer6bios do DMVP e uma delas
adquirida diretamente no comércio (Tabela
2). O toxdide comercial encontrava-se
dentro do prazo de validade, respeitando-se
as recomendacdes do laboratério fabricante.

Tabela 2: Diferentes vacinas avaliadas, origem do produto fabricado e a sua composicao

Vacina Origem Composicao
Toxéide Lab. Anaerébios UFMG 2mg/mL PC
Bacterina Lab. Anaerdbios UFMG 10" UFC/mL CPA

Bacterina + Tox0ide
Toxé6ide Comercial

Lab. Anaerobios UFMG
Laborat6rio comercial

10" UFC/mL CPA +2mg/mL PC
CPA maior ou igual a 0,5 Ul *

CPA:Células vegetativas deCPA, (*) Descric¢do na vida bula do produto, PC: Proteina.
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3.4.1. Esquema de imunizagdo e
desafio

A totalidade dos cobaios (48) foram
divididos em seis grupos, administrando um
mL por via subcutdnea do imundgeno ou
placebo no dia zero, e, no dia 21 apés a
primeira vacinacdo todos 0s Qrupos
receberam um reforco ou placebo
novamente (Tabela 3).

Todos os grupos avaliados, exceto 0 grupo
Controle Negativo, foram desafiados com
0,5 mL de 10" UFC/ mL de Clostridium
perfringens tipo A pela via intramuscular.
As inoculagdes foram feitas no membro
pélvico  direito, entre o musculo
semitendinio e semimembranoso, apés
desinfeccao local com alcool a 70%.

Tabela 3: Esquema de imunizacdo dos cobaios para avaliacdo de quatro vacinas contra

Clostridium perfringens tipo A.

Vacina / Evento Primo vacinacao (dia 0) Reforco (dia 21) Desafio (dia 36)
Controle Placebo Placebo
Negativo Placebo
Controle Positivo Placebo Placebo Células bacterianas
Células bacterianas Células bacterianas
Bacterina inativadas® inativadas® Células bacterianas
Células bacterianas
Toxoide Toxinas inativadas ** Toxinas inativadas **
Bacterina + Células bacterianas Células bhacterianas e Células bacterianas
Toxoide inativadas*** toxinas inativadas***
Toxoéide
Comercial Toxinas inativadas ****  Toxinas inativadas **** Células bacterianas

Placebo: Solucio tamp&o salina fosfato 1x, (*):10'° UFC/MI de C. perfringens tipo A.

3.4.2. Avaliagédo clinica dos cobaios

inoculados

Todos o0s animais foram avaliados
clinicamente segundo Dirksen et al., (1993),
sendo realizadas algumas adaptacdes para
cobaios (Tabela 4). Os exames clinicos

foram realizados duas horas antes da
inoculacdo, e a cada duas horas, até 72
horas apds o desafio, e tomadas em
momentos  considerados de  maior
importancia, com a finalidade de linear um
protocolo aplicavel, tendo sido realizadas
sete  observacbes na totalidade do
experimento.

27



Tabela 4: AlteracOes clinicas, escore, classificacdo e interpretacdo para avaliagdo clinica de
cobaias imunizadas e desafiadas por Clostridium perfringens tipo A, pela via intramuscular.

Interpretacéo

Sem alteracbes no volume do local
inoculado e sinal de Godet negativo

Discreto aumento de volume no local de
inoculacdo, sinal de Godet positivo
(persiste por 1" a 2") e leve separacdo
entre musculo e pele

Moderado aumento de volume no local
inoculado e adjacéncias, sinal de Godet
positivo (persiste por 3" a 4") e moderada
separacao entre musculo e pele

Acentuado aumento de volume em todo a
coxa, sinal de Godet positivo (persiste por
5" ou mais) e acentuada separagéo entre
mausculo e pele

Alteracdo  Escore Classificacdo
1 Ausente
2 Leve
Edema
3 Moderado
4 Intenso
1 Coxa
2 Coxa e Perna
Extensdo do 3 Coxa, perna e
edema abddémen

Coxa, perna, abddmen

Localizada apenas na coxa inoculada

Distribui-se pela coxa e perna do membro
inoculado

Distribui-se pela coxa e perna do membro
inoculado e abdémen

Distribui-se pela coxa e perna do membro
inoculado, abddmen e regido do esterno

4 e regido do esterno

1 Ausente

2 Leve
Locomocéo

3 Moderado

4 Intenso

Sem alteracdo em estacdo e em locomogdo

Desconforto do animal ao se locomover,
com ligeira vocalizagdo ao elevar o
membro afetado

Desconforto do animal ao se locomover,
com vocalizacgdo constante quando em
movimento. Animal reluta em se deslocar

Animal continuamente em estacéo
permanece com 0 membro afetado
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contraido. Se movimenta apenas quando,
intensamente, estimulado

Normal

Hipersensibilidade

Sem vocalizacao e discreta contracdo da
musculatura em resposta a estimulos
dolorosos

Intensa resposta aos estimulos dolorosos,
com vocalizacdo constante e contragdo
exacerbada do membro, afastando-o
rapidamente

Sensibilidade Em resposta ao estimulo doloroso, nio
. - apresenta vocalizagdo e tem discreta
Hipossensibilidade N N
contracao da musculatura, ndo afastando o
membro afetado
Sem vocalizacdo, auséncia de contragdo
Auséncia muscular e ndo afasta 0 membro em
resposta a estimulos dolorosos
Normal Sem alteragOes evidentes
Edematosa Aumentada de volume, avermelhada
. Presenca de bolhas, ulceragdes e crostas e
ngrena umi
Aspec‘Eo da Gangrena Umida edema.
Lesdo

Crostas, diminuicdo acentuada do volume,

Tipo de Lesdo

Gangrena seca auséncia de edema e ressecamento do
membro inoculado
Aumento de volume do membro
Edema inoculado, méaculas avermelhadas na pele,

Edema e bolhas

Edema, bolhas e
ulceracdes

sinal de Godet positivo

Edema restrito a coxa; elevacoes
circunscritas menores que 1 cm de
didmetro preenchidas por liquido
esverdeado

Edema e bolhas restritas a coxa; bolhas se
rompem formando Ulceras e drenando para
o0 exterior liquido esverdeado e fétido
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Bolhas ressecadas, pele enrugada e de

4 Crostas coloracéo brancacenta e esverdeada
1 Vermelho Coloragéo vermelha da pele
. 2 Vermelho intenso Coloragéo vermelha intensa da pele
Cor da Lesado .
3 Preto Coloragéo preta da pele
4 Esverdeado Coloragéo esverdeada da pele
1 Ausente Auséncia de crepltagflo no masculo a
palpacéo
2 Leve Discreta crepitacdo no musculo a palpagédo
Crepitacdo no N « .
misculo 3 Moderado Moderada crepltagao_, a palpagao, restrita
ao local de inoculagdo
Crepitacdo no masculo e subcutaneo a
4 Intenso palpacdo, se estendendo do local

inoculado as areas adjacentes
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3.4.3. Avaliagdo macroscopica. imediatamente necropsiados e as alteracdes

encontradas foram descritas (Tabela 5).
No final do periodo de avaliagdo clinica,

todos o0s animais foram eutanasiados,

Tabela 5: Alteracbes macroscépicas, escore, classificacdo e interpretacdo para avaliacdo clinica de
cobaias imunizadas e desafiadas por Clostridium perfringens tipo A, pela via intramuscular.

Alteracdo Escore Classificacdo Interpretacéo
1 Normal Sem alteracOes
Aumento de volume menor que dois cm e
2 Leve . . N
Aumento de restrito ao local da inoculacéao
volume do Aumento de volume da totalidade da
3 Moderado -
membro musculatura do coxa inoculada
inoculado Aumento de volume da totalidade da
4 Intenso musculatura da coxa e panturrilha do
membro inoculado
1 Normal Sem alteracOes
Coloragdo avermelhada da musculatura no
2 Vermelho . x
local da inoculacéo
Cor do membro Coloragéo vermelha intensa a vermelha
: Vermelho
inoculado 3 intenso escura da musculatura no local da
inoculacdo e regides adjacentes
Coloragéo azul esverdeada na musculatura
4 Esverdeado . i ;
do local inoculado e regifes adjacentes
1 Ausente Sem alteracGes
Presenca de elevagdes circunscritas ou
2 Leve depressdes irregulares na pele maiores que
2 cm, escuras, com liquido no interior ou
secas e restritas ao local da inoculacédo
Bolhas e
ulceragdes na Presenca de elevagdes circunscritas ou
ele depressoes irregulares, maiores que 2 cm,
P 3 Moderado P gute alores g
escuras, com liquido no interior ou secas
multifocais na pele da coxa inoculada
Presenca de elevacdes circunscritas ou
depressfes irregulares, maiores a 2 cm,
4 Intenso escuras, com liquido no interior ou secas

distribuidas na pele da coxa inoculada,
abdémen e regido do esterno
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1 0 Estruturas musculares conservadas
2 Menor de 30 % Distribuicéo focal
Percentual de 3 30 - 60 % Distribuicao multifocal
lesdo no membro ) o ]
inoculado 4 Maior de 60 % Distribuicao multifocal a coalescente
1 Normal Sem alteraches
Presenca de petéquias distribuidas na
Hemorragia na 2 Leve musculatura do membro inoculado, restritas
musculatura do ao local da inoculagéo
membro Presenca de equimoses com distribuicéo
inoculado 3 Moderada : Igcal extensiva ;
4 Intensa _Presen(;a de sufusdes distribuidas
difusamente na musculatura da coxa
1 Ausente Sem alteracOes
Presenca leve de liquido gelatinoso,
2 Leve translicido e amarelado ou avermelhado, de
Edema no tecido consisténcia macia de distribuicdo focal
subcutineo e Pregenga leve de liquido gelatinoso,
fascias 3 Moderado translﬂ_c:ldp e_amarelado ou avermelhado, de
distribuicdo localmente extensiva
Presenca leve de liquido gelatinoso
4 Intenso transliicido amarelado ou avermelhado, de
distribuicdo difusa
1 Ausente Sem alteracéo
Areas focais indicativas de necrose
2 Leve muscular
Necrose de Areas multifocais indicativas de necrose
coagulagdo 3 Moderado
muscular
4 Intenso Areas multifocais a coalescentes indicativas
de necrose muscular
1 Ausente Sem alteracéo
Aspecto liquefeito da musculatura restrita
2 Leve . x
ao ponto de inoculagéo
Necrose de Aspecto quue_fei@o d,a muscul’atura
liquefacio 3 Moderada difusamente qhstrlbwda do musculo
inoculado
Aspecto liquefeito da musculatura
4 Intensa multifocal mente distribuida no membro
inoculado, regides adjacente e/ou abdémen
Distribuicdo da 1 Ausente Sem alteracédo
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necrose de 2 Leve

Restrita ao local inoculado

liguefacao i iacénei i
q ¢ 3 Moderado Local inoculado e ic#]acenuas, mais de 1
Totalidade da musculatura da coxa
4 Intenso .
inoculada
1 Ausente Sem alteracOes
Presenca de petéquias distribuidas na
Hemorragia no 2 Leve musculatura do membro inoculado, restritas
g ao local da inoculacéo
membro Presenca de equimoses com distribuicéo
contralateral 3 Moderado ¢ g . ¢
local extensiva
4 Intenso Presenga de sufusdes distribuidas

difusamente na musculatura da coxa

3.4.4. Determinacgdo do escore clinico

e macroscopico.

Os escores clinico e macroscopico foram
realizados somando os valores dos
pardmetros avaliados. Sendo no escore
clinico: edema e sua extensdo, locomogéo,
sensibilidade, aspecto, tipo e cor da leséo,
assim como também, a presenca de gas no
mulsculo; e no escore macroscopico:
aumento de volume do membro inoculado
(AVMI), cor do membro inoculado (CMI),
bolhas e ulceragbes (BEU), percentual de
lesito do membro inoculado (PMI),
hemorragia (HEM), edema (EDEM),
necrose de coagulacdo (NEC), necrose de
liquefagdo (NECL), distribuicdo da necrose
de liguefacdo (PNECL) e hemorragia no
membro contralateral (HEMC).

3.5. Analises estatisticas

Os dados de avaliagdo de escores de
alteracbes clinicas e macroscopicas foram
analisados pela estatistica ndo paramétrica
submetidos ao teste Kruskal-Wallis a 5 %
de probabilidade.

Os dados das mensuracbes dos membros
pélvicos foram analisados pela estatistica
paramétrica e submetidos a analise de
variancia, e as medias comparadas pelo
teste Tukey a 5% de
probabilidade(Sampaio, 1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacéao da dose para o
desafio

A determinacdo da dose infectante de
Clostridium perfringens tipo A para desafio
dos animais imunizados foi realizada,
procurando uma contagem de células
bacterianas capaz de causar lesdes
caracteristicas da  doenca,  porém
preservando a vida dos animais. Para tanto,
utilizou-se diferentes concentracoes
bacterianas, variando de 10° até 10° UFC/
mL de células vegetativas de C.perfringens
tipo A.

No grupo de cobaios inoculados com
concentracdo bacteriana de 10° UFC/ mL
obteve-se morbidade de 100% e
mortalidade de 80%. Com a dose de 10°
UFC/ mL, registrou-se 100% de morbidade
e 40% de mortalidade, enquanto que, no
grupo inoculado com dose de 10" UFC/ mL
encontrou-se  morbidade de 100% e
mortalidade de 0%. Nos grupos de cobaios
inoculados com doses de 10° e 10° UFC/
mL ndo evidenciaram-se alteragdes clinicas
nem macroscopicas. As doses avaliadas
para padronizacdo do desafio e o0s
resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 ConcentracGes bacterianas do indculo, presenca de lesdo muscular, sobrevivéncia e
mortalidade em 50 cobaios (Cavia porcellus) inoculados com cinco concentracdes de células
vegetativas de Clostridium perfringens tipo A pela via intramuscular.

Grupo Inéculo Lesdo Muscular Sobrevivéncia Mortalidade
1 10° 10/10 2/10 8/10
2 10° 10/10 6/10 4/10
3 10’ 10/10 10/10 0/10
4 10° 0/10 10/10 0/10
5 10° 0/10 10/10 0/10
TOTAL - 30/50 38/50 12/50

Os cobaios com lesdio  muscular
apresentaram aumento de volume do
membro inoculado, edema intenso, se
estendendo desde o local inoculado até o
peito, alteracdo na coloracdo normal da pele
do membro inoculado, variando de
vermelha  intensa  até  esverdeada,
sensibilidade dolorosa nas primeiras horas
apo6s o desafio progredindo para perda da
mesma com o passar do tempo e alteragdo
na locomocao, caracterizada  por
claudicacdo de elevacdo. Os mesmos sinais
clinicos foram relatados por Pires, (2011),
guando inoculoul0’ UFC/ mL de
Clostridium perfringens tipo A em cobaios
pela via intramuscular.

Resultados similares foram obtidos por
Williamson e Titball (1993), que avaliaram
a eficacia de uma vacina, produzida a partir
da proteina recombinante da toxina alfa do
C. perfringens, contra gangrena gasosa por
C. perfringens tipo A em camundongos. Na
concentracdo bacteriana de 10’ UFC/ mL
ndo observaram morte dos animais, no
entanto, nos grupos que foram utilizadas
doses maiores de 10® UFC/ mLe 10° UFC/
mL observou-se 100% de mortalidade.

Sabendo-se que o objetivo principal do
estudo foi o desenvolvimento de um
modelo animal para testar a eficiéncia de
diferentes vacinas, avaliando-se escores
clinicos e macroscépicos de lesdo muscular,
foi indispensével a utilizacdo de dose de
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desafio que garantisse 100 % de morbidade
e 0 minimo de mortalidade. Portanto,
utilizou-se a dose de desafio de 10" UFC/
mL de Clostridium perfringens tipo A.

4.2, Resultados dos desafios dos
animais imunizados

4.2.1. Caracterizacdo clinica da
doenca

Na Tabela 7 e Gréfico 1 sdo descritas as
alteracbes clinicas dos animais ndao
imunizados e desafiados com 10" UFC/ mL
C. perfringens tipo A (grupo Controle
Positivo), pela via intramuscular, durante os
oito tempos de avaliagcGes. As alteraches
clinicas constatadas neste grupo sdo
utilizadas como padrdo, ou modelo, das
lesbes gue acontecem na doenca e, assim,
pode-se comparar com 0S 0utros grupos
avaliados.

Tabela 7: Escores de Locomocdo, Sensibilidade, Edema, Aspecto da lesdo, Extensdo do edema,
Tipo de lesdo, Cor da lesdo, Presenca de gas no musculo e Escore clinico total dos cobaios
(Cavia porcellus) do grupo controle Positivo, nas 70 horas de avaliacdes, desafiados com 10’
unidades formadoras de coldnias/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via intramuscular.

Hora
Parametro
0 10 20 30 40 50 60 70
Locomocao 1,004 2,00® 217® 267° 2,67° 2,68 2,65  2,60°
Sensibilidade 1,000 2,14® 267%¢ 350° 350 3,60° 3,60¢ 3,60°
Edema 1,000 3,86°° 3,83°° 4,00° 3,50%° 3,40%°P 26078 2,40"®

Aspecto da Lesdo 1,004 2,00®  2,00®

Extensdo do Edema 0,00

Tipo de Lesdo 0,00 1,00*

Cor da Leséo 0,00 2,298 3,508

Presencade Gas 1,00 1,00"

ESCORE TOTAL 5,00 17,72 22,33

3,43 4,83°

1,50"8

1,838

2,508¢ 2,67%¢ 240%¢ 3,60 3,60°
500° 4,33 420° 2,80%¢ 2,805
433° 4,33°  4,20% 420%¢ 4,208

3,50® 3,50% 3,40% 3,40% 3,40°
2678 267% 140" 100 1,00

28,17 2717 2520 23,80 23,60

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, apresentam
diferenca estatistica pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05.

Gréfico 1: Comportamento dos Escores de Intensidade e Extensdo do Edema, Locomocédo e
Sensibilidade, Aspecto, Tipo e Cor da Lesdo, Presenca de Gas no Musculodos cobaios (Cavia
porcellus) do grupo controle Positivo, nas 70 horas de avaliagdes, desafiados com 10’unidades
formadoras de col6nias/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via intramuscular.
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42.1.1. Intensidade e extensdo do
edema

Nos cobaios do grupo controle positivo
observou-se edema, de diferentes graus, a
partir das primeiras duas horas apés a
inoculacdo até o final do experimento. Duas
horas apds a inoculagdo, encontrou-se
edema discreto, caracterizado por leve
aumento de volume no local inoculado,
discreto Sinal de Godet positivo (com 0
dedo, pressiona-se a pele do animal e
observa-se a permanéncia da impressdo do
digito), sugerindo uma separacdo entre
mausculo e pele e a presenga de liquido entre
ambos os tecidos. Nas horas 10 e 20, houve
aumento significativo do edema que passou
a ser moderado e se estendeu do local de
inoculagdo, caudalmente, até a perna e,
cranialmente, até o abdémen. Na hora 30, 0
edema se estendeu também para a regido do
esterno e, nos tempos seguintes, a extensao
do edema se comportou como nas horas 10
e 20. O edema atingiu 0 escore maximo na
hora 30 ap6s o desafio, quando se observou
intenso aumento de tamanho do membro
inoculado, observou-se presenca abundante

- Intensidade do Edema

- - Extensdo do Edema

-4~ Aspecto da Lesdo

~-A-- Locomogéo
-¥-- Sensibilidade

Escore

T T T T T T
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de liquido flutuante, & palpacéo direta, que
criou um grande espaco entre a musculatura
e a pele, e deixou uma marcada impressao
digital (Sinal de Godet positivo), sendo,
portanto, denominado como edema de grau
intenso. Esta alteracdo clinica apresentou
diminuicdo, estatisticamente significativa,
na hora 40, seguida por diminui¢do na hora
50. J& na hora 60 e 70, evidenciou-se uma
diminuicdo  dréstica,  estatisticamente
significativa, da intensidade do edema que
passou a ser classificado como moderado,
além de, observar-se mudanga na
distribuicio do mesmo, encontrando-se
apenas na coxa inoculada e panturrilha do
membro ipsolateral.

4.2.1.2. Locomocio e
sensibilidade

Ao avaliar a locomocdo dos animais
inoculados, evidenciou-se alteracdo 10
horas ap6s o desafio, caracterizada por
dificuldade de locomocdo. Os cobaios
mantinham-se mais tempo em estagdo e,
guando se locomoviam, apresentavam
marcado  desconforto,  principalmente
guando elevavam o membro inoculado.
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Esta alteracdo foi mais evidente quando 0s
cobaios eram expostos a superficies
brandas, como serragem, sendo pouco
notada quando colocados em superficies
duras, denotando uma claudicacdo de
elevacdo. Esta alteragdo foi classificada
como leve na hora 10 ap6s o desafio, €, a
partir da hora 20, foi moderada,
estabilizando-se para esse escore até o final
das observacoes.

A sensibilidade também  apresentou
diferencas desde duas até 10 horas apés o
desafio. A palpacdo ou estimulo com
agulha fina do membro inoculado,
observaram-se nos animais marcado
desconforto, vocaliza¢bes e contragbes da
musculatura avaliada, sugerindo uma
resposta dolorosa por parte do animal frente
ao estimulo, denominada, entdo, como
hipersensibilidade. Vinte horas ap6s o
desafio, quando foi estimulado o local da
inoculacdo e suas adjacéncias, 0s animais
diminuiram as vocalizagdes e contragdes da
musculatura, reagindo de maneira mais
leve, 0 que demonstra que 0s animais ainda
preservavam a sensibilidade, porém, esta se
encontrava  diminuida, denominando-a
como hipossensibilidade. A partir da hora
40 até o final das avaliagBes, 0s animais ndo
apresentaram vocaliza¢des, ndo contraiam a
musculatura e ndo demonstraram nenhum
tipo de resposta sensitiva tanto a palpacgéo
como na utilizagdo da agulha, denotando
uma auséncia da sensibilidade nesses
momentos avaliados.

4.2.1.3. Aspecto, tipo e cor da
lesdo

O cobaios do grupo Controle Positivo
apresentaram aspecto e cor da leséo
varidvel ao longo do experimento, sendo
que, das duas até 20 horas apés a
inoculacdo, a caracteristica da pele no local
da inoculacdo tornou-se lisa, brilhante,
vermelha, denotando aspecto edematoso.
Desde a hora 30 até hora 50 ocorreram
certas mudangas no aspecto da lesdo,
evidenciando-se, além do edema, formacao

de bolhas esverdeadas com uma camada
externa fina na epiderme, coloracdo
esverdeada, também, na pele,
acompanhando as regibes edemaciadas,
inclusive até a regido do esterno, em todos
0s momentos avaliados. As bolhas
presentes no membro inoculado romperam
facilmente poucas horas ap6s a sua
formacdo, liberando liquido verde escuro,
fétido, formando fistulas que comunicavam
a pele com a musculatura da coxa.
Posteriormente, observou-se que, no local
de instalacdo das fistulas, a pele ficou
enrugada e houve a formacdo de crostas,
denominando este aspecto encontrado, na
totalidade do periodo, como “gangrena
Umida”. Da hora 60 até a hora 70, uma
Gltima mudanga foi encontrada, 0s
membros inoculados apresentaram rapida
perda de liquido, porém sem exteriorizagdo
de liquidos ou fluidos, encontrando-se
bastante diminuidos de volume, com
aparéncia de desidratados e conservando a
coloragdo esverdeada com numerosas
regides brancacentas, denominando-se,
entéo, este aspecto como “gangrena seca”.

Pelas alteracbes descritas anteriormente,
observou-se que, ao inicio do experimento
(duas horas ap6s o desafio), 0os animais
apresentaram edema de grau leve, com
distribuicéo restrita ao local da inoculacéo,
hipersensibilidade e alteracdo da
locomocgdo. Em seguida, houve aumento do
grau do edema e da sua extensdo, contudo,
mantendo a hipersensibilidade e o escore de
claudicagdo. A formagdo de bolhas,
ulceracbes e crostas na epiderme
acompanharam a hipossensibilidade e
coloracdo esverdeada tanto no membro
inoculado como nas regifes adjacentes.
Finalmente, ocorreu  progressdéo  da
claudicacdo, total perda da sensibilidade,
regressdo do edema e mumificacdo do
membro afetado. Apesar de ndo se constar
diagndstico histopatoldgico que demonstre
a morte celular estabelecida nos tecidos,
pode-se inferir, a partir da descricdo clinica
e do conhecimento prévio da agdo

37



histotoxica do C. perfringens tipo A
inoculado nos cobaios, que esses animais
apresentaram um quadro inicial de
inflamagéo com posterior
comprometimento vascular, que originou
uma lesdo possivelmente irreversivel,

levando a morte celular e necrose, processo
patoldgico conhecido como gangrena ou

mionecrose.
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Figura 1: Alteragdes clinicas observadas em cobaios ndo imunizados e desafiados com
células vegetativas de Clostridium perfringens tipo A (ATCC 13124). (1) Leve aumento de
volume do membro inoculado com coloragdo levemente avermelhada. (2) Sinal de Godet
positivo. (3) Moderado aumento de volume do membro inoculado, com é&reas focais de
coloracdo verde escura no local inoculado e suas adjacéncias, com regifes vermelhas intensas
na periferia, fistulando liquido amarronzado. (4) Acentuado aumento de volume do membro
inoculado, com regides de cor esverdeada e outras vermelha intensa. (5 e 6) Acentuado aumento
de volume no subcuténeo na regides de declive (abdominal e esternal).
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Figura 2: Progressdo das lesdes macroscopicas observadas em cobaios ndo imunizados e
desafiados com células vegetativas de Clostridium perfringens tipo AA (ATCC 13124). (1)
Pele da fase lateral da coxa com regido maior a um cm, Umida, alopécica de bordas
avermelhados, restrita ao local de inoculagdo. (2) Pele da face lateral da coxa com regido maior
a um cm, Umida, vermelho-escura, restrito ao local de inoculacdo, fistulando liquido
amarronzado. (3) Acentuado aumento de volume do membro inoculado, com secrecdo de
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liquido amarronzado, perda da integridade da pele, coloragdo da pele do membro inoculado, o
abdémen e regido do esterno esverdeada e vermelha. (4) Pele lateral da coxa: area verde-escura,
bem delimitada, atingindo quase a totalidade do membro inoculado. (5) Lesdo circunscrita,
maior de 1 cm, lisa, alopécica, de coloracdo brancacenta, no local da inoculacdo. (6) Lesdo
escura, enrugada na epiderme, de aspecto seco crostroso, distribuida em quase a totalidade do
membro inoculado.

4.2.2. Avaliagdo clinica por seis grupos de animais imunizados e
parametros desafiados com 10’ UFC/ mL Clostridium
perfringens tipo A pela via intramuscular,

4.2.2.1. Locomogdo durante os oito tempos de avaliacdes.

Na Tabela 8 e Gréafico 2 sdo descritas as
alteracbes da locomocdo encontradas nos

Tabela 8 Escore de Locomocdo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70 horas de
avaliaces, desafiados com 10’ unidades formadoras de coldniass mL de Clostridium
perfringens tipo A, pela via intramuscular.

Grupo Hora

0 10 20 30 40 50 60 70
Controle Negativo 1,00 1,004 1,00 1,00* 1,00* 1,00* 1,00 1,00

Controle Positivo 1,004 2,008 2,17® 267¢ 267 260® 260° 2,608
Bacterina 1,004 2,008 2,008 2,43%¢ 2438¢ 243® 243®  243B
Toxobide 1,000 1,75 1,75® 163"® 163" 163" 163% 1,63

Bacterina+Tox6ide 1,004 1,80® 1,80® 1,40* 1,40* 1,40 1,40* 140"
Toxoide Comercial 1,004 1,75® 1,75® 150 150 1,50 150" 150*

Médias seguidas de letras distintas, mailsculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica
pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05.
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Gréfico 2: Comportamento do Escore de locomocdo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis
grupos, nas 70 horas de avaliagdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens

tipo A, pela via intramuscular.
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Em todos os grupos, exceto para o controle
negativo, observou-se  alteracdo  da
locomocdo, caracterizada por claudicacdo
de elevacdo, a partir das quatro horas até 20
horas apdés o desafio, ndo apresentando
diferencas estatisticas quando comparados
ao grupo Controle Positivo. Na hora 30 e 40
apos o desafio, os grupos Controle Positivo,
e Bacterina apresentaram escores de
claudicacdo superiores aos observados nos
outros grupos. A partir da hora 30, o escore
de claudicacdo, dentro de cada grupo,
manteve-se uniforme até o término do
tempo de avaliagdo. Nestes momentos 0s
grupos Toxdide e Toxdide comercial se

comportaram semelhantes ao Controle
negativo.
4.2.2.2. Sensibilidade

Na Tabela 9 e Gréafico 3 séo descritas as
alteracdes da sensibilidade encontradas nos
seis grupos de animais imunizados e
desafiados com 10" UFC/ mL Clostridium
perfringens tipo A pela via intramuscular,
durante os oito tempos de avaliacdes.
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Tabela 9 Escore de Sensibilidade dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70 horas de
avaliacbes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via
intramuscular.

Grupo Hora
0 10 20 30 40 50 60 70
Controle Negativo 1,00 1,00 1,004 1,00 1,000 1,000 1,000 1,00*

Controle Positivo 1,004 2,14® 267% 350° 350 3,60 3,60° 3,60°
Bacterina 1,000 2,008 257% 3,205¢ 3298 3298C 3908 3208
Toxoéide 1,000 1,75®* 163 150 1,63 1,50 1,50 1,50"

Bacterina+Tox6ide 1,004 1,80® 1,60 1,40% 1,20 1,20 1,20 1,20
Toxoide Comercial 1,004 1,75 1,63* 1,63"® 163" 163" 188" 188"

Médias seguidas de letras distintas, mailsculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica
pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05

Gréafico 3 Comportamento do Escore de Sensibilidade dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis
grupos, nas 70 horas de avaliagdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo
A, pela via intramuscular.
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Observou-se alteracdo da sensibilidade, ao grupo Controle Positivo. Na hora 20
caracterizada por hipersensibilidade, a apos o desafio, os grupos Controle Positivo
partir das quatro horas até 10 horas apds o e Bacterina apresentaram escores de
desafio, em todos 0s grupos, exceto o sensibilidade superiores aos observados nos
Controle  Negativo, ndo apresentando outros grupos, caracterizada por
diferencas estatisticas quando comparados hipossensibilidade. A partir da hora 30, o

43



escore  de  sensibilidade  aumentou
novamente nos grupos Controle Positivo e
Bacterina, caracterizada por auséncia da
sensibilidade, e manteve-se uniforme até o
término do tempo de avaliacdo. A partir de
20 horas ap6s o desafio os grupos Toxdide,
Bacterina + Toxoide e Toxdide comercial
se comportaram semelhante ao controle
negativo.

4.2.2.3.

Na Tabela 10 e Grafico 4 sdo descritas as
intensidades do edema encontradas nos seis
grupos de animais imunizados e desafiados
com 10" UFC/ mL Clostridium perfringens
tipo A pela via intramuscular, durante os
oito tempos de avaliacdes.

Edema

Tabela 10 Escore de Edema dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70 horas de
avaliacdes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via

intramuscular.

Grupo Hora
0 10 20 30 40 50 60 70
Controle Negativo  1,00* 1,004 1,000 1,00* 1,000 1,000 1,00¢ 1,00"
Controle Positivo 1,00 3,86° 3,83° 4,00° 350 3,40% 260% 2,408
Bacterina 1,000 3,86° 3,86° 3,71 343° 343 3208 3208
Toxodide 1,000 2,63% 2,88% 238%¢ 175"® 150% 1,38 1,38
Bacterina+Tox6ide 1,00 1,80"® 1,80"® 1,40 120" 1,20 1,20 1,20*
Toxoéide 1,004 2,638 2,38% 225%¢ 200%¢ 1,88"% 175" 175"
Comercial

Médias seguidas de letras distintas, maiUsculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica

pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05
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Gréfico 4 Comportamento do Escore de Edema dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos,
nas 70 horas de avaliacdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A,

pela via intramuscular.
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Observou-se Edema, a partir das 10 horas
apos a inoculacdo, em todos 0s grupos,
exceto o Controle Negativo, sendo que 0s
grupos Controle Positivo e Bacterina
apresentaram 0 escore mais elevado e,
estatisticamente diferente do escore dos
outros grupos. Apesar de ter sido observado
edema no grupo Bacterina + Toxoide, este
ndo foi considerado estatisticamente
diferente do escore do Controle Negativo,
comportando-se desta forma ao longo de
todos os periodos avaliados.

Na hora 20, o escore de edema do grupo
Toxoide se elevou, igualando aos escores
obtidos no Controle Positivo e Bacterina.
Na hora 30, o escore do grupo Toxdide
regrediu, enguanto os grupos Controle
Positivo e Bacterina mantiveram escores de
Edema superiores. Da hora 40 até a hora 70,

0s escores dos grupos Controle Positivo e

Bacterina, regrediram e se igualaram,
estatisticamente, ao escore do grupo
Toxdide Comercial.O grupo Toxdide

apresentou, na hora 30, escore de Edema
significativamente superior ao escore do
Controle Negativo. No entanto, o escore do
grupo Toxoide regrediu, na hora 40, se
igualando ao grupo Controle Negativo.

4.2.2.4.

Na Tabela 11 e Gréfico 5 sdo descritos 0s
aspectos das lesdes encontradas nos seis
grupos de animais imunizados e desafiados
com 10" UFC/ mL Clostridium perfringens
tipo A pela via intramuscular, durante os
oito tempos de avaliaces.

Aspecto da lesdo

Tabela 11: Escore Aspecto da Lesdo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70
horas de avaliacdes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via

intramuscular.

Grupo

Hora

45



Controle Negativo
Controle Positivo
Bacterina
Toxoide
Bacterina+Toxdide
Toxoide Comercial

0
1,00*

1,00*
1,00"
1,00"
1,00*
1,00*

10
1,00*

2,00°
2,00°
2,008
2,00°
2,00°

20
1,00*

2,008
2,00°
1,008
2,008
2,008

30
1,00*

2,508
2,29°
1,718
1,60"°
2,008

40
1,00*

2,67°
2,29¢
1,71%¢
1,40"®
1,885¢

50 60
1,00 1,00
2,40°°  3,60°
2,43°  2,86°
1,57°%¢  1,29*
1,40"®  1.40*
1,57%° 163"

70
1,00*

3,60°
3,00°
1,29"
1,40%
1,63%

Médias seguidas de letras distintas, maiusculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica

pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05.

Gréfico 5: Comportamento do Escore Aspecto de Leséo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis
grupos, nas 70 horas de avaliacdes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringens

tipo A, pela via intramuscular.
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Observou-se lesdo com aspecto edematoso,
a partir das quatro horas até 20 horas apés o
desafio, em todos 0s grupos, exceto o
Controle  Negativo, ndo apresentando
diferencas estatisticas quando comparados
ao grupo Controle Positivo. Na hora 30,
apesar de ter sido observado aspecto

edematoso no membro inoculado do grupo
Bacterina + Toxoéide, este ndo foi
considerado estatisticamente diferente do
escore do Controle Negativo, comportando-
se desta forma no restante dos periodos
avaliados. Da hora 30 até a hora 50 ap6s o
desafio, observou-se nos grupos Controle
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Positivo, Bacterina, Toxodide e Toxoide
comercial escores maiores ao comparados
com o0 grupo Controle Negativo,
caracterizado, além do edema, por bolhas
na pele, que progrediram até formacdo de
crostas, apesar de encontrarem-se graus
varidveis desta lesdo entre 0s Qrupos
afetados, ndo se encontrou diferenca
estatisticamente significativa. A partir da
hora 60 apds a inoculagdo, evidenciou-se
um aumento dos escores nOS Qrupos
Controle Positivo e Bacterina, caracterizado
por aspecto mumificado, e manteve-se até o
término do tempo de avaliagdo. No mesmo

periodo os grupos Toxdide e Toxoide
comercial, igualaram o escore do grupo
Controle Negativo.

4.2.2.5.

Na Tabela 12 e Grafico 6 sdo descritos 0s
diferentes graus de extensdo escore do
edema encontradas nos seis grupos de
animais imunizados e desafiados com 10’
UFC/ mL Clostridium perfringens tipo A
pela via intramuscular, durante o0s oito
tempos de avaliacOes.

Extensdo do edema

Tabela 12: Escore Extensdo do Edema dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70
horas de avaliacdes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringenstipo A, pela via

intramuscular.

Grupo Hora
0 10 20 30 40 50 60 70

Controle Negativo 0,004 0,00 000" 0,000 000* 0,00 000" 0,00*
Controle Positivo 0,00 3,43°®  483° 500° 4,33° 420° 280% 2,80%

Bacterina 0,00 4.14°  429° 429°° 414° 414° 414 424°

Toxdide 0,00 0,75 0,75"® 150" 138" 1,00"® 0,63*® 0,63
Bacterina+Toxoide 0,00* 1,00"%¢ 0,80"® 1,40"® 0,80"® 0,80"® 0,80"® 0,80"°
Toxdide Comercial 0,004 2,13 250%¢ 3,13%¢ 2,75°¢ 1.88°¢ 150° 1,50°

Médias seguidas de letras distintas, mailsculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica

pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05

Gréfico 6: Comportamento do Escore Extensdo do Edema dos cobaios (Cavia porcellus) dos
seis grupos, nas 70 horas de avaliagdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium
perfringens tipo A, pela via intramuscular.
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Observou-se edema no local inoculado, a
partir da hora quatro até a hora 10 apds o
desafio, em todos 0s grupos, exceto o
Controle Negativo. Da hora 10 até a hora
20, apesar de observar-se nos grupo
Toxoide e Bacterina + Tox0ide a presenca
de edema no local inoculado, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas, quando
comparados ao grupo Controle Negativo,
mantendo-se este comportamento ao longo
das avaliagbes. No entanto, 0s grupos
Controle Positivo, Bacterina e Toxdide
comercial apresentaram escores de extensdo
do edema superiores, quando comparados
com o Controle Negativo, caracterizado por
se estender na regido da panturrilha, coxa
inoculada, abdémen e peito. Na hora 30, o
escore  do grupo Toxodide regrediu,

apresentando diferencas estatisticas, tanto
para o grupo Controle Positivo como para o
Controle Negativo. Na hora 40 os grupos
Controle Positivo e Bacterina diminuiram o
escore, ndo se observando edema na regido
do peito, igualando o escore do grupo
Toxb6ide Comercial, mantendo-se este
comportamento até o final das avaliagdes.

4.2.2.6.

Na Tabela 13 e Gréafico 7 sdo descritas 0s
diferentes tipos de lesdo encontrados nos
seis grupos de animais imunizados e
desafiados com 10" UFC/ mL Clostridium
perfringens tipo A pela via intramuscular,
durante os oito tempos de avaliacdes.

Tipo de Lesdo
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Tabela 13: Escore Tipo de Lesdo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70 horas de
avaliacbes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via

intramuscular.

Grupo Hora
0 10 20 30 40 50 60 70
Controle Negativo 0,004 0,00* 0,004 0,004 0,00 0,000 000" 0,00
Controle Positivo 0,00 1,00® 1,50 4,33° 4,33 4,20°® 4,20°° 4,20
Bacterina 0,004 1,00® 1,008 3,29°° 443° 443° 443° 443°
Toxobide 0,004 0,75 2,75® 1,25°%¢ 1,00"® 1,00"® 1,00"® 1,00"®
Bacterina+Toxo6ide 0,00 0,80° 0,80° 0,60"® 0,40"® 0,40"® 0,40"® 0,40"°
Toxobide 0,004 1,00® 1,00® 0,88%¢ 0,88%¢ 0,88%¢ 0,88%¢ 0,88%¢
Comercial

Médias seguidas de letras distintas, maiusculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica

pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05

Gréfico 7: Comportamento do Tipo da Lesdo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas
70 horas de avaliacBes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela

via intramuscular.
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Observou-se edema, a partir de quatro horas
até 20 horas ap6s o desafio, em todos os
grupos, exceto o Controle Negativo, nado
apresentando diferencas estatisticas quando
comparados ao grupo Controle Positivo. Da

hora 30 ap6s o desafio, os grupos Controle
Positivo e Bacterina, apresentaram um
aumento do escore, caracterizado pela
aparicao de bolhas, Ulceras e crostas, 0 que
se manteve até o final das avaliacdes.
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Apesar de se evidenciarem as mesmas
lesbes, em graus muito menores que 0S
outros grupos avaliados, apenas 0 grupo
Toxoide Comercial, apresentou igualdade,
guando comparado com o Controle
Positivo. Os grupos Toxoide e Bacterina +
Toxéide igualaram o escore do encontrado
no Controle Negativo, até o final das
avaliacOes.

4.2.2.7. Presenca de gas no

musculo

Na Tabela 14 e Gréfico 8 sdo descritas 0s
diferentes graus de presenca de gas no
muasculo nos seis grupos de animais
imunizados e desafiados com 10" UFC/ mL
Clostridium perfringens tipo A pela via
intramuscular, durante os oito tempos de
avaliacOes.

Tabela 14: Escore Presenca de gas no musculo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos,
nas 70 horas de avaliacdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A,

pela via intramuscular.

Grupo Hora
0 10 20 30 40 50 60 70
Controle Negativo 1,00 1,004 1,00 1,00 1,000 1,00 1,00* 1,00*
Controle Positivo 1,00 1,00° 1,83 267® 267 1,000 1,000 1,00*
Bacterina 1,004 1,004 2,008 2,29% 229% 100* 1,000 1,00*
Toxoéide 1,004 1,000 1,000 1,004 1,004 1,000 1,000 1,00*
Bacterina+Tox6ide 1,004 1,004 1,000 1,000 1,004 1,004 1,000 1,00*
Toxoéide 1,004 1,000 1,000 1,004 1,000 1,000 1,000 1,00*
Comercial

Médias seguidas de letras distintas, mailsculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica

pelo teste Kruskal Wallis, com P<0,05
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Gréfico 8: Comportamento do Escore Presenca de gas no musculo dos cobaios (Cavia porcellus)
dos seis grupos, nas 70 horas de avaliagdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium

perfringens tipo A, pela via intramuscular.
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A presenca de gas foi evidente nos grupos
Controle Positivo e Bacterina, 20 horas
apés o desafio, caracterizado por
crepitacdes, quando palpado o membro
inoculado, manteve-se até 40 horas ap6s o

desafio, ndo sendo evidenciado

nas

4.2.2.8.

Na Tabela 15 e Grafico 9 sdo descritasos
diferentes graus da cor da lesdo encontrados
nos seis grupos de animaisimunizados e
desafiados com 10’ UFC/ mL Clostridium
perfringens tipo A pela via intramuscular,

Cor da Lesao

avaliagGes consequentes. durante os oito tempos de avaliagdes.
Tabela 15: Escore Cor da Lesdo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70 horas de
avaliacdes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via
intramuscular.

Grupo Hora
0 10 20 30 40 50 60 70
Controle Negativo 0,00 0,00 0,00 000* 0,000 0,000 0,000 000"
Controle Positivo 0,00 2,29° 350°° 350° 350° 3,40°° 340°° 340
Bacterina 0,004 1,00° 357° 357 357 357° 357° 357°
Toxdide 0,00 0,75°® 0,75"® 1,13® 0,88"® 0,88"°® 088" 0,88"°
Bacterina+ Tox6ide 0,00 0,80° 0,80"® 0,60"® 060" 060" 060" 0,60
Tox6ide Comercial 0,004 1,00®6 100° 1,00° 1,00° 1,00°° 1,00% 1,00%

Médias seguidas de letras distintas, mailsculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica pelo teste
Kruskal Wallis, com P<0,05
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Gréfico 9: Comportamento do Escore cor da lesdo dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis
grupos, nas 70 horas de avaliacdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens

tipo A, pela via intramuscular.
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Observou-se uma coloracdo vermelha, no
local da inoculacdo, a partir de quatro até
10 horas apds inoculagdo, em todos 0s
grupos, exceto o Controle Negativo, ndo
apresentando diferencas estatisticas quando
comparados ao grupo Controle Positivo. Na
hora vinte aumentaram os escores, dos
grupos Controle Positivo e Bacterina,
caracterizado por uma coloracdo da derme
esverdeada. A partir da hora 30 essa
coloracdo tornou-se mais evidente, tanto
nas regides que apresentaram edema, como
também, na pele com bolhas que
apareceram neste momento da avaliagéo,
sendo que a mesma apresentou-se um
pouco mais escura. Este comportamento foi
evidenciado até o final das avaliacdes. Da
hora 50 até a hora 70, o escore do grupo
Toxoide Comercial, igualou ao escore do

grupo Controle Positivo. A pesar de
evidenciar-se 30 horas ap6s o desafio
alteracdes da coloracdo da pele no grupo
Bacterina + Toxo0ide, variando desde
pequenas areas vermelhas até esverdeadas
em alguns animais, ndo encontrou-se
diferencas estatisticamente significativas ao
comparar-se com o grupo Controle
Negativo, comportando-se desta forma ao
longo das avaliacdes.

4.2.2.9. Mensuracio dos

membros pélvicos

As médias das mensuracgdes, em centimetro
(cm), dos membros pélvicos, inoculados e
ndo inoculados, dos seis grupos avaliados
sdo representados na Tabela 16.

52



Tabela 16: Mensuracdes do diametro dos membros pélvicos inoculados e ndo inoculados de
cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, com diferentes protocolos de imunizagdo, nas 70
horas de avaliacdes, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via

intramuscular.

Membro
Grupo ~
Nao Inoculado Inoculado

Controle Negativo 2,16 2,16
Controle Positivo 2,20" 2,89

Bacterina 2,24" 2,89

Toxdide 2,15 2,55
Bacterina+Toxdide 2,047 2,43°80
Toxo6ide Comercial 2,16" 2,565

TOTAL 2,170 2,58"

Médias seguidas de letras distintas,
minasculas nas linhas e mailsculas nas
colunas, apresentam diferenca estatistica
pela analise de variancia e pelo teste Tukey,
com P<0,05.

Ndo foram encontradas  diferencas
estatisticas a0~ compararem-se  as
mensuragdes dos membros ndo inoculados
na totalidade dos grupos avaliados. Ao
comparar 0 membro ndo inoculado com o
membro inoculado, encontraram-se
diferencas estatisticas significativas P<0,05,
exceto para o grupo Controle Negativo. O
resultado era esperado, devido ao fato de
gue todos os animais tiveram pelo menos
um grau leve ou discreto de alteragdo
clinica. Ao compararem-se mensuracGes
dos membros pélvicos inoculados entre os
grupos, evidenciou-se que o Unico grupo
gue apresentou igualdade com o grupo
Controle Negativo, foi apenas o grupo
Bacterina + Toxdide. O grupo Bacterina

igualou-se ao grupo Controle Positivo. Os
grupos Toxéide e Tox6ide Comercial foram
iguais, mas diferentes dos grupos Controle
Negativo e Controle Positivo. Estes
resultados demonstram que o0 grupo
Bacterina + Toxoide, apresentou uma
menor resposta inflamatéria, com menor
aumento de volume do membro inoculado,
seguido dos grupos ToxoOide e Toxdide
comercial.

4.2.3. Escore Clinico Total

Para a avaliagdo clinica dos efeitos dos
protocolos de imunizacdo, foi realizada a
anlise do escore clinico total, resultado do
somatério dos escores de cada lesdo, a cada
momento, apresentado anteriormente. Os
escores clinicos dos animais dos grupos
controle positivo e negativo e dos cinco
grupos de cobaios imunizados e desafiados
coml0’ UFC/ mL de Clostridium
perfringens tipo A pela via intramuscular
sdo apresentados na Tabela 17 e Grafico 10.
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Tabela 17: Escores Clinicos Totais dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, nas 70 horas
de avaliacBes, desafiados com 10’ UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via
intramuscular.

Grupo

Negativo
Positivo
Bacterina
Toxoide

Bact +
Tox

Tox
Comer

Hora

0 10 20 30 40 50 60 70

500 500" 500" 500 500" 5,00 5,00 5,00
5,00% 17,71  2233%°¢  2817° 21,17% 2520 23,80°°* 23,60°P™
5,00% 17,00°P® 2129 2514 2871% 2514 2500°¢  25,14°¢
5,00% 11,00%% 13,13 11.88%  10,75%"  9,88%°  9,137B® g 1348
500" 10,80"%  10,60%° 9,46A%" 800" 800" 800" 800"
500" 13,255%° 13258 13258" 1250%%° 11,38%%* 11,00%® 11,005

Médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, apresentam
diferenca estatistica pelo teste de Kruskal Wallis, com P<0,05

Gréfico 10: Comportamento dos Escores Clinicos Totais de cobaios imunizados e desafiados
por Clostridium perfringens tipo A pela via intramuscular, em 70 horas de avaliac&o.
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Gréfico 11 Grafico 11. Dispersdo por grupo dos escores clinicos totais dos cobaios imunizados e
desafiados por Clostridium perfringens tipo A pela via intramuscular em 70 horas de avaliaco.
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A andlise dos graficos acima permite
verificar que os grupos Controle Positivo, e
Bacterina, em todos 0s momentos,
apresentaram sinais clinicos mais intensos
com pequenas diferencas entre cada
individuo do grupo. Nos tempos entre 30 e
70 horas existiu um individuo que
apresentou sinais mais brandos. Por outro
lado, nos grupos Toxoide, Bacterina +
Toxoide e Toxdide Comercial, os sinais
clinicos foram mais brandos na maioria dos
individuos de cada grupo, porém nos dois
primeiros, observou-se em todos o0s
momentos um individuo com sinais clinicos
mais intensos. Analisando o grupo Toxoide
Comercial, verifica-se que Varios
individuos apresentaram escores clinicos
acima da média, porém com pequena
variacdo em relacéo a esta. Estes resultados
sugerem que existem alguns animais com
diferentes padrdes de susceptibilidade ao
indculo utilizado ou que pode ocorrer
variagdo na resposta imunoldgica entre
individuos submetidos ao mesmo protocolo
de imunizagé&o.

As observacbes clinicas foram realizadas
em intervalos de 10 horas, obtendo-se oito
tempos para cada grupo. No grupo controle
Negativo, o escore clinico manteve-se
uniforme e igual ao longo do tempo, o0 que
era esperado, pois inoculou-se apenas
solucdo de soro fisioldgico (cloreto de
s6dio 0,9%) pela via intramuscular. No
grupo Controle Positivo, todos 0s animais
apresentaram aumento, estatisticamente
significativo, do escore clinico 10 horas e
depois 20 horas ap6s o desafio, alcancando
0 escore maximo 30 horas apds o desafio.
Na hora 40 houve diminuicdo do escore,
seguido por estabilizacdo até o final das
observagcoes.

Os cobaios do grupo  Bacterina
apresentaram  aumento  do  escore,
estatisticamente significativo, 20 horas ap6s
a inoculacdo, seguido por aumento na hora
30 e obtendo-se escore maximo na hora 40.
O escore clinico reduziu na hora 50 e

estabilizou-se até o final do experimento.
Os animais dos grupos Toxdide, Bacterina
+ Tox6ide e ToxoOide comercial
apresentaram comportamento similar nos
tempos estudados, observando-se diferenca
estatistica apenas 10 horas ap6s inoculagéo,
enquanto que nas horas posteriores 0 escore
se manteve o mesmo até o final das
avaliacOes.

Ao comparar 0s seis grupos nos diferentes
tempos, observa-se que, no tempo zero, ndo
houve diferencas nos escores clinicos. Na
hora 10, os grupos Toxdide e Bacterina +
ToxoOide ndo apresentaram diferencas
estatisticas com o grupo Controle Negativo,
enquanto 0s grupos Bacterina e Toxoide
Comercial, quando comparados com 0s
grupos Controle Positivo e Negativo,
apresentaram diferengas significativas. Na
hora 20, os escores clinicos dos grupos
Bacterina + Toxdide e Toxoide Comercial
foram diferentes dos grupos Controle
Positivo e Negativo, porém, 0s grupos
Bacterina e  Toxlide  apresentaram
diferencas estatisticas apenas com o grupo
Controle Negativo.

Nas horas 30, 40 e 50, os escores clinicos
de todos os grupos foram diferentes do
grupo Controle Negativo, com excecdo do
grupo Bacterina + Toxdide. Além disso,
nestas mesmas horas, observaram-se
diferencas em todos os grupos com relacao
ao grupo Controle Positivo, exceto o grupo
Bacterina. Nas horas 60 e 70, somente 0s
grupos ToxOide e Bacterina + Toxdide
tiveram escores clinicos iguais ao do grupo
Controle Negativo. Ainda nas horas 60 e
70, apenas 0s grupos Bacterina e Toxodide
Comercial ndo foram diferentes do grupo
Controle Positivo.

Com 0S resultados apresentados
anteriormente, percebe-se que 0 grupo que
apresentou melhor comportamento de
escore clinico foi o Bacterina + Toxoide,
pois nao ocorreram diferencas
estatisticamente significativas comparando-
se com o grupo Controle Negativo durante
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as 70 horas de observagdo e avaliagdo
clinica. Observou-se, também, que o grupo
Bacterina apresentou piores resultados no
exame clinico por ndo apresentar, nas 70
horas de avaliacdo, diferencas significativas
guando comparado ao grupo controle
positivo. Também pode-se inferir que o
grupo Toxoide foi o melhor, depois do
grupo Bacterina + Toxoide, pois teve
resultados iguais aos do grupo controle
negativo em quatro dos oito tempos
avaliados. O grupo Toxoide comercial foi
igual ao grupo Controle negativo em dois
tempos, enquanto o grupo Bacterina foi
igual apenas em um tempo do estudo (hora
zZero).

Os trabalhos cientificos avaliando a eficécia
de vacinas contra Clostridium perfringens
tipo A na mionecrose, na maioria das vezes,
somente avalia as taxas de mortalidade e
sobrevivéncia dos animais inoculados.
Trabalhos que avaliam o comportamento
clinico sdo provenientes de modelos
experimentais de inducdo da doenca e
avaliam clinicamente os animais por até 30
horas ap6s o desafio. Tendo em vista a
escassez de trabalhos cientificos, ha
limitagdo da discussdo dos resultados
obtidos em intervalos de tempo maiores,
como no presente trabalho.

Pires, (2011) relatou comportamento
similar dos sinais clinicos aos encontrados
neste estudo. Neste trabalho, os cobaios
foram inoculados com 0,5 mililitros de uma
suspensdo contendo aproximadamente 2,3
X 10° UFC/ml de células vegetativas de
Clostridium perfingens tipo A e 0,5
mililitros de suspensdo estéril de CaCl,a 10
% pela via intramuscular. Duas horas apds
iniciou-se o0 aparecimento de alteragdes
como: aumento de volume do membro
inoculado e certo desconforto,
posteriormente apresentando sensibilidade
dolorosa no local de inoculagdo e
dificuldade para locomover-se. Vinte e
quatro horas apés a inoculagdo, ocorreu a
morte de um animal e o restante foi
eutanasiado e necropsiado. Os resultados

foram similares quanto ao comportamento
clinico e tempo quando ocorreu a primeira
morte do grupo Controle Positivo no
presente estudo.

Resultados similares foram relatados por
Awad et al. (2001), que observaram
desconforto, edema, claudicacdo a partir de
duas horas ap6s a inoculagdo do agente na
maioria dos grupos estudados, assim como
também, mudancas no aspecto da lesdo,
passando de uma lesdo edematosa até
aspecto enegrecido “blackening” que se
estendeu desde a coxa inoculada até os
digitos, sugerindo a ocorréncia de falta de
perfusdo tecidual.

Altemeier et al. (1947) relataram resultados
que diferem deste experimento, ja que
encontraram 100% de mortalidade de 274
cobaios em periodo inferior a quatro dias,
apos o desafio com células vegetativas de
Clostridium perfringens tipo A. Este
resultado apresenta discrepancias,
possivelmente devido & metodologia
utilizada no desafio, pois este foi realizado
com concentragdes de 10° até 10°.

A dose de desafio utilizada (10") mostrou-
se adequada, pois promoveu a manifestacdo
clinica da doenca, sem levar os animais a
morte. Stevens et al. (2004) realizaram um
estudo com camundongos, inoculando
concentracGes desde 107, 108 e 109 UFC/
ml, obtendo 60 %, 100% e 100% de
mortalidade antes das 18 horas de
avaliagdo. Estes resultados diferem da
mortalidade encontrada neste trabalho,
realizada as mesmas concentracbes de
inoculacdo. Em contrapartida o inicio do
aparecimento dos sinais clinicos foram
similares, observando aumento de volume
do membro inoculado duas horas ap6s o
desafio, nas diferentes concentracdes. A
coloragdo da lesdo foi  diferente,
evidenciando colorag¢do escura do membro
inoculado em 30 % dos animais de quatro a
cinco horas apds o desafio. Possivelmente,
estas diferencas encontradas tanto na
mortalidade como nos sinais clinicos,
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estejam relacionadas com a susceptibilidade
das diferentes espeécies utilizadas, podendo
ser 0 camundongo mais susceptivel a
mionecrose por Clostridium perfringens
tipo A.

O’Brien et al. (2008), relataram a
importancia dos neutrofilos para protecdo
contra a morte por infecgbes pelo
Clostridium  perfringens tipo A. A
inoculacdo de camundongos pela via
intramuscular com diferentes concentracdes
da bactéria, evidenciou que animais que
apresentavam deplecdo experimental de
neutrofilos tiveram menor mortalidade do
gue animais com valores de neutrofilos
normais. Além disso, estes autores
descreveram que os animais quando foram
desafiados com diluicdes de 10" UFC/mL
apresentaram um percentual de mortalidade
baixo e animais com 10° UFC/mL tiveram
0 % de mortalidade tanto no grupo tratado
como no grupo controle. Esses dados
concordam com este experimento, sendo a
mortalidade igual nos grupos avaliados.

43. AVALIACOES
MACROSCOPICAS

As necropsias foram realizadas
imediatamente ap6s a eutanasia dos cobaios
e as lesbes foram avaliadas pelo mesmo
observador e os achados anotados em fichas
especificas, na forma de escore.

Os escores de aumento de volume do
membro inoculado (AVMI), cor do membro
inoculado (CMI), bolhas e ulceragdes
(BEU), percentual de lesdo do membro
inoculado (PMI), hemorragia (HEM),
edema (EDEM), necrose (NEC), necrose de
liguefagdo (NECL), percentual de necrose
de liquefacdo (PNECL) e hemorragia no
membro  contralateral (HEMC) sdo
representados a Tabela 18.
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Tabela 18: Escores dos parametros macroscopicos avaliados nos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos, desafiados com 10” UFC/ mL de
Clostridium perfringens tipo A, pela via intramuscular.

GRUPO AVMI CMI BEU PMI HEM  EDEM NEC NECL HEMC PNECL TOTAL
Negativo 1,00% 1,00* 1,00% 1,00* 1,00* 1,00% 1,00* 1,00% 1,00% 1,00* 10,00%
Positivo 3,29° 3,57¢ 2,86° 2,86° 3,008 3,43¢ 2,86°° 2,86° 1,71°8 3,14° 29,57¢

Bacterina 3,43¢ 4,00¢ 2,86° 3,14° 2,578 2,86%¢ 3,14° 1,71°8 1,298 2,145 27,14°
Toxdide 1,88° 2,88°¢ 100" 113"° 2,25° 1,50"° 2,13B°P 1,25% 1,00% 1,25% 16,258

Bact.+Tox. 1,80 100"  100*  1,00* 2,00° 1,00 1,208 1,408 1,00" 1,408 12,88

Tox. Com. 1,258 1,38"% 1,000  1,50"° 2,13° 1,50"° 1,75%8¢ 1,384 1,75° 1,75 15,38%

Medias seguidas de letras distintas, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, apresentam diferenca estatistica pelo teste Kruskal
Wallis, com P<0,05
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A inoculagdo de soro fisiol6gico ndo causou
alteracdes necroscépicas no grupo Controle
Negativo. Por outro lado, o grupo Controle
Positivo desenvolveu quadro intenso de
necrose muscular, refletindo no elevado
escore  de todos 0os  pardmetros
necroscépicos analisados.

O grupo Bacterina apresentou lesdes
semelhantes ao Controle Positivo e, 0s
escores de alteracGes de todos parametros
necroscépicos analisados foram
semelhantes (p>0,05) aos daquele grupo.
Desta forma, as lesbes foram graves e
extensas, culminando com a ocorréncia de
necrose em todos 0s animais.

Nos grupos Toxoide e Toxoide Comercial,
as lesbes foram menos intensas e mais
localizadas, refletindo em alguns escores
que se assemelharam estatisticamente
(p>0,05) aos do grupo Controle Negativo,
como por exemplo, em relagdo a presenca
de bolhas e ulceragdes (BEU), percentual
de lesdo do membro inoculado e necrose de
liquefacdo. No grupo Toxdide comercial a
hemorragia no membro contralateral foi
mais intensa do que no Controle Negativo e
Toxoide.

O grupo Bacterina + Toxoide apresentou
resultado semelhante (p<0,05) ao do
Controle Negativo. Na analise de alguns
pardmetros, verifica-se que ocorreram
pequenas alteraces nos animais deste
grupo, como por exemplo, presenca de
pequenas areas de hemorragia (HEM) e de
necrose de liquefacdo (NECL x PNECL),
que contribuiram para a discreta elevacdo
do escore necroscopico total.

Os parametros AVMI e CMI, nos grupos
Bacterina + Toxdide e Toxoide Comercial
apresentaram escore de aumento de volume
do membro inoculado iguais aos animais do
grupo Controle Negativo, sendo que 0sS
grupos Toxoide e Bacterina apresentaram
escores superiores se comparados com o

Controle Negativo e inferior ao controle
positivo com exce¢do do grupo Bacterina
que foi igual ao Controle Positivo.

Bolhas e ulceragdes na epiderme e o
percentual afetado do membro inoculado
foram mais intensos nos animais dos grupos
Controle Positivo e Bacterina, ndo
encontrando-se  diferengas nos  outros
grupos avaliados. A hemorragia no local de
inoculacgdo foi igual nos grupos desafiados,
sendo todos diferentes ao grupo Controle
Negativo.

O edema foi igual quando se comparou 0s
grupos Toxdide, Bacterina + Toxdide e
Toxoide Comercial com o Controle
Negativo. J& no grupo Bacterina observou-
se aumento do escore que comportou-se
inferior ao escore do grupo Controle
Positivo. Todos os grupos avaliados
apresentaram diferencas guando
comparados com o Controle Negativo, ndo
evidenciaram-se diferencas com o Controle
Positivo.

A intensidade da necrose nos grupos
Bacterina + Toxdide e Toxoide Comercial
ndo apresentou diferencas ao se comparar
com o grupo Controle Negativo, sendo que
0s grupos Bacterina e Toxoide foram
diferentes ao mesmo e iguais ao Controle
Negativo.

A presenca de necrose de liquefacdo nos
grupos Toxoide e Toxdide Comercial foi
igual ao Controle Negativo, sendo que a
Bacterina e Bacterina + Toxo0ide foram
iguais ao Controle Positivo. Ja& no
percentual de necrose de liquefagdo, os
grupos Toxdide, Bacterina + Toxdide e
Toxo6ide Comercial foram iguais quando
comparados com o Controle Negativo, e o
grupo Bacterina igual ao Controle Positivo.
Hemorragia no membro contralateral teve
diferencas apenas para o grupo Toxoide
Comercial ao comparar-se com o Controle
negativo.
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Figura 3: Alteragdes macroscopicas encontradas nos cobaios (Cavia porcellus) dos seis
grupos, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A (ATCC 13124),
pela via intramuscular. (1) e (3) Grupo Controle Negativo: sem alteragdes, (2) Grupo Controle
Positivo e (3) Grupo Bacterina: multiplas crostas maiores de 2 cm, distribuidas desde a pele da
coxa inoculada até o abdémen, e coloracdo esverdeada. (4) Grupo Toxoide: crostra menor que 2
cm, restrita apenas a pele do local inoculado. (5) Grupo Bacterina + Toxdide e (6) Grupo
Toxoide Comercial: sem alteracOes evidentes.
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Ny 6
Figura 4: Alteragdes macroscopicas encontradas nos colbaios (Cavia porcellus) dos seis
grupos, desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A (ATCC 13124),
pela via intramuscular. (1) Grupo Controle Negativo: sem alterages, (2) Grupo Controle
Positivo: regido da coxa inoculada de aspecto liquefeito difusa, de cor amarronzada, com bordas
pretas. (3) Grupo Bacterina: regido da coxa inoculada de aspecto liquefeito difusa, de cor
amarronzada, e presenca de liquido no local da inoculagdo e musculatura do abdémen. (4)
Grupo Toxodide e (6) Grupo Toxdide Comercial: lesdo brancacenta, irregular, focalizada ao local
de inoculacéo, rodeada de sufusdes distribuidas difusamente na musculatura da coxa inoculada.
(5) Grupo Bacterina + Toxoide: presenca de hemorragias petequiais e equimaticas, restritas ao
local de inoculacéo.
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4.4 Escore Macroscépico Total

Para a avaliacdo necroscépica dos efeitos
dos protocolos de imunizacdo, foi realizada
a andlise do escore Necroscopico Total,
resultado do somatdrio dos escores de cada
lesdo, apresentados anteriormente. Os

escores necroscopicos dos animais dos
grupos Controle Positivo e Negativo e dos
cinco grupos de cobaios imunizados e
desafiados com10’ UFC/ mL pela via
intramuscular sdo apresentados na Tabela
19.

Tabela 19: Escores necroscOpicos totais dos cobaios (Cavia porcellus) dos seis grupos,
desafiados com 10" UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A, pela via intramuscular.

Grupo

Escore Necroscopico

Controle Negativo
Controle Positivo
Bacterina
Toxoide
Controle Negativo Bacterina+Toxdide

Toxo6ide Comercial

10,00*
29,57¢
27,14
16,25°
12,80"8
15,38°

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas nas colunas, apresentam diferenca estatistica

pelo teste de Kruskal Wallis, com P<0,05

No grupo Controle Positivo, verificou-se a
presenca de lesdes graves e extensas, com
caracteristicas esperadas pela acdo de
toxinas histotoxicas produzidas pelo C.
perfringens tipo A.

Os resultados apresentados na tabela
mostram claramente que o Unico grupo que
ndo apresentou diferenca  estatistica
(p<0,05) com o grupo Controle Negativo
foi o Bacterina + Toxoide. Desta forma
pode-se inferir que esta estratégia de
imunizagdo foi capaz de controlar a
multiplicagdo do C. perfringens tipo A do
desafio, a producdo de toxinas, e ainda
conseguiu neutralizar as toxinas formadas.

Os grupos Toxoide e Toxo6ide Comercial
foram diferentes (p<0,05) tanto para o
grupo como também, para o grupo Controle
Positivo, ou seja, esta estratégia de
imunizacdo foi capaz de proteger os tecidos
da acdo da toxina alfa, o que refletiu na
menor gravidade das lesbes quando

comparado com 0s animais ndo imunizados
desafiados (Controle Positivo).

Os resultados do grupo Bacterina foram
semelhantes (p>0,05) ao Controle Positivo,
ressaltando a ineficiéncia desta vacina em
controlar a multiplicacdo do C. perfringens
tipo A do desafio e a agdo das toxinas
produzidas. Neste trabalho, a dose do
desafio foi elaborada procurando um
modelo que ndo levasse 0s animais a ébito,
permitindo a avaliagdo dos sinais clinicos.
Apesar disso, esse desafio pode ser muito
maior do que aqueles aos quais 0s animais
sdo submetidos naturalmente. Portanto,
numa situacdo de desafio natural, o
comportamento  desse  protocolo  de
imunizag&o poderia ser diferente.

O grupo Controle Negativo ndo demonstrou
lesbes no local da inoculacdo do soro
fisioldgico.  Alguns  trabalhos  com
reproducdo dos casos de mionecrose
utilizam cloreto de calcio associado ao
indculo bacteriano para causar uma lesdo
tecidual inicial. Desta forma, Pires (2011),
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descreveu leses no grupo controle
negativo que recebeu cloreto de calcio,
incluindo hemorragia, discreto edema
subcutaneo,  petéquias, equimoses e
sufusdes. O protocolo de inducdo de
mionecrose utilizado no presente trabalho,
sem a utilizacdo de cloreto de célcio,
permitiu uma avaliagdo mais precisa da
acdo do agente estudado, sem interferéncia
de substancias quimicas irritantes.

Resultados de necropsia similares aos deste
trabalho séo relatados por Pires (2011) nos
grupos desafiados com 10° UFC/ml de
células  vegetativas de  Clostridium
perfringens tipo A. Foi observado aumento
de wvolume do membro inoculado,
crepitacdo, coloragdo azul esverdeada de
pele e subcutdneo (pseudomelanose “in
vivo”), bolhas e ulceragdes na derme e
epiderme, odor puatrido e liguido
hemorrégico, viscoso e untuoso, extensdo
do edema do subcutdneo desde o local de
inoculagdo até a regido toraco-abdominal
ventral e necrose de liquefacdo em grande
parte da coxa inoculada. A producao de gas
relatada pelo autor foi maior quando
comparada com este experimento, inferindo
gue pode ter sido devido ao uso de cloreto
de calcio, o que ocasionou uma leve
necrose e  permitiu um  répido
estabelecimento da bactéria e quadros mais
graves, assim como também, a quantidade
de bactérias inoculadas foi maior.

A toxina alfa do Clostridium perfringens
tipo A, tem sido relacionada como principal
toxina responsavel por ocasionar gangrena
gasosa em animais infectados
experimentalmente  (Hatheway, 1999).
Vérias proposicdes tem sido discutidas
sobre a acdo da toxina alfa na patogenia da
gangrena gasosa. Uma delas é a capacidade
da toxina de hidrolisar fosfolipidios das
membranas celulares das células do
hospedeiro, com rompimento celular
massivo, com posterior liberacdo de
mediadores inflamat6érios como: 4&cido
araquiddnico, tromboxano A2, interleucina
8, fator de necrose tumoral alfa e beta,

ocasionando danos severos as células
musculares (Sakurai et al ., 2004). Também
é proposto que a toxina alfa, ap6s ocasionar
lise das células musculares, liberam
moléculas sinalizadoras que interagem na
regulacéo de receptores de fibrinogénio nas
plaquetas, resultando em agregados de
plaquetas e neutréfilos na microvasculatura
resultando em formacdo de trombos com
posterior diminuicdo do fluxo sanguineo
apresentando  gangrena por isquemia
(Kenedy et al., 2009). Bryant et al. (2000)
comprovaram a participacdo dos neutréfilos
na patogenia da gangrena gasosa, avaliando
por meio de video-microscopia, apds
inoculacéo de toxina alfa em camundongos,
a formagdo de trombos com posterior lesdo
muscular. Este efeito ndo foi evidenciado
guando foi administrado um soro que
destruia todos os neutr6filos presentes na
circulacho sanguinea, devido a ndo
formacdo de agregados de plaquetas e
neutrofilos.

Guilhardi et al. (2008) relataram diferencas
nas lesdes encontradas neste experimento
em um touro da raca Simental, de cinco
anos de idade, no qual foi diagnosticada
gangrena gasosa pelo C. Perfringens tipo
A. Neste trabalho, os autores observaram
lesbes  musculares  condizentes com
mionecrose, assim como  também,
congestdo do intestino delgado com
conteddo  hemorragico, figado com
alteracGes da cor e presenca de bolhas de
gés. Estas alteracbes diferem das
encontradas, visto que ndo foram
evidenciadas alteragdes em outros Orgaos
além do musculo e subcutaneo. Bolhas de
gas em diferentes o6rgdos como figado
podem ser consequéncia de multiplicacéo
bacteriana ap6s a morte, levando a
alteracbes de autdlise, ndo especificando
quantas horas foi realizada a necropsia ap6s
a morte do animal.

O isolamento de Clostridium perfringens
tipo A no diagndstico da mionecrose deve
ser analisado com cuidado, ja que faz parte
da flora normal do intestino, encontra-se
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livremente no ambiente, podendo
contaminar as carcagas multiplicando-se de
maneira rapida, horas apés o 6bito. Assim
como também ndo foi descrito a coloragdo
caracteristica esverdeada (pseudomelanose
“in vivo”), encontrada nas musculaturas e
subcutaneo dos animais do grupo Controle
Positivo, infectados neste experimento e por
outros autores (Pires et al. , 2011). Assim
como também ndo foi descrita a
histopatologia das lesdes, com todo o antes
dito, gera certa duvida da participagdo do
Clostridium perfringens tipo A como
agente causador de morte no animal.

45. CORRELACAO ENTRE
ESCORE CLINICO TOTAL
EESCORE
MACROSCOPICO TOTAL

Para a avaliacdo da correlacdo entre 0s
escores, foi realizada uma analise de
correlacdo entre o Escore Clinico Total as
70 horas ap6s o desafio e o Escore
Necroscépico Total. Os escores clinicos e
necroscopicos dos animais dos grupos
Controle Positivo e Negativo e dos cinco
grupos de cobaios imunizados e desafiados
com10’” UFC/ mL pela via intramuscular,
assim como também sua correlagdo (r), séo
apresentados na Tabela 20.

Tabela 20: Tabela 20. Correlagdo entre os Escores Clinicos e Necroscépicos dos cobaios (Cavia
porcellus) dos seis grupos, desafiados com 10° UFC/ mL de Clostridium perfringens tipo A,

pela via intramuscular.

Escores
Grupo
Clinico Macroscépico

Controle Negativo 10,00
Controle Positivo 23,60 29,57
Bacterina 25,14 27,14

Toxobide 16,25
Bacterina + Toxoide 12,80
Toxoide Comercial 11,00 15,38

R% 0,888

A andlise de correlacdo entre os escores
clinico e macroscopico demonstrou uma
alta correlacdo (r2=0,88) entre os dois,
permitindo concluir que as observagdes
clinicas foram realizadas com rigor e,
quando transformadas em  varidveis
guantitativas (escores), conseguiram
diminuir sua subjetividade. A observagao
das lesGes na necropsia, exibem menor
interferéncia da subjetividade do que o
exame clinico, porém este resultado mostra
gue houve uma grande acuracia entre 0s

dois métodos. Desta forma, a avaliagcdo das
vacinas contra mionecroses pode ser
realizada também pela evolucdo clinica, de
forma objetiva e quantitativa, permitindo
maior rigor na selecdo de vacinas do que
quando se avalia apenas mortalidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de inducdo experimental
utilizado para a avaliagdo das vacinas
demonstrou ser eficiente na reproducdo da
gangrena  gasosa  pelo  Clostridium
perfringens tipo A em cobaios, permitindo
estudar o comportamento das alteracdes
clinicas ao longo do experimento, assim
como também comparar, nos diferentes
grupos avaliados as alteracOes
necroscépicas da doenca ao final do
mesmo.

A inducdo experimental da doenca em
cobaios ndo imunizados, utilizando
diferentes  concentraces de  células
vegetativas de Clostridium perfingens tipo
A, tem um comportamento  dose
dependente, com alteragcbes e indices de
morbidade e mortalidade variados. O uso de
cloreto de calcio como auxiliar da
suspensdo bacteriana para o desafio, ndo
representa um fator limitante na reprodugéo
desta doenca, visto que com a ndo aplicacao
do mesmo, obteve-se resultados
satisfatorios, evidenciando-se lesGes
caracteristicas da doenga.

O quadro clinico foi caracterizado apenas
por alteracbes dos sistemas locomotor e
tegumentar, afetando exclusivamente a
musculatura do membro inoculado, a pele e
tecido subcutdneo de regibes adjacentes a
inoculada. O mecanismo de formacdo das
lesBes musculares esta associado & agdo da
toxina alfa, levando a formacdo de edema,
hipoperfusdo tecidual, lise de células
musculares, com posterior mionecrose por
isquemia.

Imunizagdo com a associagdo de bactérias e
toxinas  inativadas do  Clostridium
perfringens tipo A, proporcionam uma
adequada resposta protetora, ante o desafio
com o agente. A resposta € menor quando
utilizada toxinas inativadas, e ndo

satisfatéria quando utilizadas apenas
bactérias inativadas.

A avaliacdo das vacinas contra mionecrose
por Clostridium perfringens tipo A, pode
ser realizada pela avaliacdo da evolucdo
clinica, de forma objetiva e quantitativa,
permitindo maior rigor na selecdo de
vacinas do que quando se avalia apenas
mortalidade.

6. CONCLUSOES

E possivel a indugdo experimental da
mionecrose em cobaios a partir da
inoculacdo de células vegetativas do
Clostridium perfringens tipo A pela via
intramuscular.

Alteragdes como perda da sensibilidade,
claudicacdo de elevagdo, presenca de gés no
musculo, edema, bolhas e crostas na pele,
coloracdo esverdeada “pseudomelanose in
vivo”, gangrena Umida e seca da pele,
necrose de liquefacéo muscular,
caracterizam clinica e macroscopicamente a
doenca.

Na gangrena gasosa experimental em
cobaios por Clostridium perfringens tipo A,
as alteracOes clinicas e macroscdpicas sdo
de curso agudo e irreversivel, com
mortalidade variada, dependendo da dose
utilizada.

O melhor protocolo de imunizacdo foi a
utilizacdo de Bacterina + Toxdide.

E possivel avaliar a eficacia de vacinas
contra Clostridium perfringens tipo A, em
cobaios, utilizando-se escores clinicos e
macroscopicos.

O modelo de avaliacio de vacinas realizado
neste estudo pode ser um padrdo de
avaliacdo para vacinas contra mionecrose
por outros clostridios histotdxicos.
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