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RESUMO

O Clostridium perfringens, microrganismo anaerébio, esta presente no solo e no trato intestinal
dos mamiferos. Provoca gangrena gasosa e intoxicacao alimentar nos seres humanos e doencas
enterotoxémicas nos animais domésticos. O C. perfringens é classificado em 5 tipos (A, B, C,D e
E) mediante a producéo de quatro toxinas principais (alfa-a, beta-b, gama-g, delta-de épsilon-€.
A identificacdo destas toxinas ¢ realizada através da reagdo de soroneutralizacdo em animais
utilizando anti-soros especificos, os quais, além do alto custo, sdo de dificil obtencdo em
laboratdrios de referéncia internacionais. Visando contribuir para a tipificagdo de amostras deC.
perfringens, em nosso meio, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a reagdo em cadeia
dapolimerase (PCR) na deteccdo dos genes que codificam as toxinas alfa (cpa), beta (cpb) e épsilon
(etx) em isolamentos provenientes de bovinos. A sensibilidade analitica da técnica de PCR
padronizada a partir do DNA total bacteriano foi de 2,27 ng/nl para o genecpae 227 pg/nil para
0s genescpb eetx. Das 35 amostras deC. perfringensisoladasetipificadas por PCR, 16 (45,7%) foram
do tipo A, 18 (51,4%) foram do tipo C e 1 (2,9%) foi do tipo B.
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ABSTRACT

DETECTION OF ALFA, BETA AND EPSILON TOXINS GENES IN CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS STRAINS ISOLATED FROMBOVINESBY THE POLIMERASE CHAIN REACTION.
The Clostridium perfringens, an aerobic microorganism, is present in soil and intestinal tracts of
mammals. It causes gaseous gangrene and food intoxication in human beings and enterotoxemic
diseasesindomesticanimals.C. perfringensis classified into 5types (A,B,C,D and E) according to the
production of four maintoxins: (alfa-a, beta-b,gama-g delta-dand épsilon-€. The identification of
these toxinsismade through serum neutralization testin animals, using specific anti-sera, however
these reagentsare of high costand difficultto be obtained from international reference laboratories.
ToaidinthetypingoftheC. perfringensstrainsinourenvironment, the presentwork aimed to assess
the use ofthe polymerase chain reaction (PCR) for the detection of the genes coding the alpha (cpa),
beta (cpb) and epsilon (etx) toxins in bovinesisolates. The analytical sensitivity of the PCR technique,
standardized from the total bacterial DNA, was 2.27 ng/nL for the cpagene and 227 pg/ni_forthe
cpb and etx genes. Among the 35 C. perfringens isolates typed by PCR, 16 (45.7%) were of type A,
18 (51.4%) of type C, and 1 (2.9%) belonged to type B.

KEY WORDS: Clostridium perfringens, typing, bovines, PCR.

INTRODUCAO

A espécie Clostridium perfringens € um grupo hete-
rogéneo de microrganismosanaerébios, semelhantes
nos aspectos bioquimicos e de cultura, que séo dife-
renciados através da estrutura antigénica de suas
toxinas (SmiTH, 1979; NiiLo, 1980; Beer, 1988).

O C. perfringens causa gangrena e intoxicacao
alimentar nos sereshumanos e doengaenterotoxémica
nos animais domésticos (Roob, 1998).

As cepas de C. perfringens produzem 16 fatores de
viruléncia: as toxinas alfa (a), beta (b), gama(g), delta
(d), épsilon (e),eta(h),teta(q), iota (i), kapa(k),lambda
(1), mu M) e nu Q); neuraminidase; sialidase;
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enterotoxina; hemolisina nédo alfa-delta-teta. Medi-
ante a produc¢do de quatro toxinas principais, o C.
perfringens é classificado em cinco tipos: A (a); B (a,b
eg;C(aeb);D(aee)eE (aei) (SMiTH &Hosss, 1974).

O diagndstico do C. perfringens exige cultivo do
microrganismo em meios de cultura, isolamento e
identificacdo da espécie através de provas bioqui-
micas (UzaLetal., 1996; BALDAssI, 1998). O cultivode
amostras em meios seletivos e a detec¢do do C.
perfringens através de suas propriedades especifi-
cas é um processo lento e laborioso (VaHEN et al.,
2000).

A tipificacdo do C. perfringens é realizada pelo
teste de soroneutralizagdo em camundongos ou co-
baias, empregando antitoxinas padréo (anti-a,anti-a,
anti-a e anti-i) fornecidas por laboratérios de referén-
cia (Sterne & BATTY, 1975). A prova baseia-se na
neutralizacdo da letalidade das diferentes toxinas
pelas anti-toxinas padréo, o que é verificado apés 3
dias. Todavia, caso haja toxinas em quantidades
suficientes, a neutralizacdo da letalidade pode ser
verificada em até 10h (WALKER, 1990).

A metodologia convencional para diagnéstico e
tipificacdo do C. perfringensé onerosa, utilizaanimais
de laboratério e fornece resultados ndo totalmente
satisfatorios (Buoco et al., 1995). Esse procedimento
requer antitoxinas especificas contra cada uma das
toxinas principais do C. perfringens, as quais nao
estdo diponiveis comercialmente (Warrenet al.,1999).

Algumas variantes encontradas dentro dos 5 ti-
pos doC. perfringens produzem pequenas quantidades
detoxinasounemsequersao capazesde produzi-las,
oquetornaimpossivel atipificacdo através doteste de
neutralizacdo em camundongos (UzaL et al., 1996;
WaRREN et al., 1999).

Os testes com animais ndo sdo adequados para
estudos epidemiolégicos em larga escala e ndo se
prestam para a deteccdo rotineira de organismos
toxigénicos (BALDAssI, 1998).

Astécnicas moleculares foram introduzidas para
o diagnostico do C. perfringens com a finalidade de
evidenciar os genes que codificam as toxinas princi-
pais. Elas sdo simples e rapidas para diagnosticar e
tipificar esse microrganismo. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) é uma dessas técnicas (Buocoetal.,
1995; UzaL etal., 1996; UzaL etal., 1997; MeEER & SONGER,
1997; Warren et al., 1999; Varien et al., 2000).

A correta identificacdo das variantes do C.
perfringens é critica para estudos epidemiolégicos e
para o desenvolvimento de medidas preventivas efe-
tivas (PeTiT et al., 1999).

AtécnicadaPCR é especifica e sensivel, permitin-
do o processamento de muitas amostras em um curto
perido de tempo e uma determinagdo mais completa
das variantes do C. perfringens (MEer & SONGER, 1997;
PeTiT et al., 1999; Varien et al., 2000).

Emnossomeio,emboraatécnicadaPCR apresen-
te as vantagens acima descritas, ndo foi possivel
verificar na literatura cientifica consultada qualquer
trabalho que mencionasse a aplicacdo dessa
metodologia para o diagnéstico e tipificacdo do C.
perfringens.

Tendo em vista a problematica de tipificacédo de
amostras de C. perfringens, decorrente da
indisponibilidade de antitoxinas padrdo em nosso
meio, o presente trabalho teve como objetivo padroni-
zar a técnica de PCR para a detec¢do dos genes que
codificamastoxinas 4, ae ddoC.perfringensetipificar
amostras deste patdgeno isoladas de bovinos pelo
Centro de Sanidade Animal do Instituto Bioldgico da
Secretaria de Agriculturae Abastecimento do Estado
de Sdo Paulo, SAA.

MATERIAL E METODOS
Amostras padréo de C. perfringens

Foramutilizadas amostras padréo deC.perfringens
dos Tipos A, B, C e D do Centro de Pesquisa e Desen-
volvimento de Sanidade Animal do Instituto Biologi-
co, SAA.

Amostras de campo de C. perfringens

Foram estudadas 35 amostras de campo de C.
perfringensisoladas pelo Centro de Pesquisa e Desen-
volvimento de Sanidade Animal do Instituto Biol6gi-
co, SAA, apartirdeamostrasde fezese orgaos (figado,
rim, musculo e coragdo) de bovinos.

Cultivo das amostras padrédo e de campo de C.
perfringens

A metodologiaparao cultivo dasamostras padrao
e de campo de C. perfringens foi baseada naquela
descrita por BALbAssI (1998).

Metodologia de diagnéstico pelatécnicadaPCR

O protocolo para a técnica da PCR foi baseado
naquele descrito por Meer & SoNGER (1997).

Extracdo do DNA

As bactérias das culturas de C. perfringens em
caldo de carne cozida foram colhidas por meio de
centrifugagdo (5.000x g, por 15min), lavadasumavez
comaguade Milli-Q (Millipore) e ressuspendidasem
1,5 mL da solucdo TE. Desta suspensao bacteriana
foram tomados 100 mL e adicionados aigual volume
detampaodelise (AususeLetal., 1999) contendo 20 mL
depK20mg/mL,20mLSDSal0%e40mL detampéo

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.72, n.3, p.279-282, jul./set., 2005


IdeaPad
Caixa de texto
280

IdeaPad
Caixa de texto
Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.72, n.3, p.279-282, jul./set., 2005


Detec¢do dos genes das toxinas alfa (a), beta (b) e épsilon (€ em amostras de Clostridium

perfringens isoladas de bovinos pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

(100 MM Tris-HCI, pH 8,0,100mMEDTA, 250 mM de
NaCl) e mantido a 56° C por 90min. A seguir foi
realizada a extragdo descrita por CHomkzyNsky (1993).

Amplificacdo e visualizacdo de DNA alvo

Os primers utilizados na técnica da PCR foram os
descritos por Meer& SoNGer (1997). Paraa Toxina-a(gene
cpa): fragmento amplificado com 324 pb; 5’-
GCTAATGTTACTGCCGTTGACC-3'- posicao 1438-
1457e5-TCTGATACATCGTGTAAG-3’- posi¢do1762-
1743. Para a Toxina-b (gene cpb): fragmento amplificado
com 196 pb; 5-GCGAATATGCTGAATCATCTA-3-
posicdo871-891e5’-GCAGGAACATTAGTATATCTTC-
3’- posicdo 1067-1046. Para a Toxina-e (gene etx):
fragmento amplificado com 655 pb; 5'-
GCGGTGATATCCATCTATTC-3’-posicdo 227-246 e
5’CCACTTACTTGTCCTACTAAC-3’-posicdo 882-862.

Para cada par de primers foi realizada uma PCR
num volume final de 50nL contendo Tritona0,5%, 1X
Reaction Buffer, 0,2 mM de cada dNTP’s, 25 pmoles
de cada primer, 2 mM de MgCl,, 2,5U de Taq DNA
polimerase e H,0 ultrapura g.s.p. As condigbes de
amplificacdo foram 94°C/ 3min.e40ciclosde 94°C/
30 seg., 53° C/30 seg., 72° C/30 seg. e uma extensao
final de 72° C/10min. Um volume de 10 nL de cada
produto obtido foi submetidoaeletroforese por 30 min
a 100V em um gel de agarose a 1,5% contendo 0,5 ng
de brometo de etidio/mL.

As bandas amplificadas foram visualizadas e
fotografadas sob luz ultra-violeta. Um padrdo de
fragmentos de DNA com incrementos de 100 pb foi
utilizado como referéncia.

Avaliacdo da sensibilidade analitica da técnica
da PCR na deteccdo dos genes cpa cpb e etx

ParadeterminarasensibilidadeanaliticadaPCR,
foi utilizada a amostra padrao de C. perfringens do
tipo B, que contem os 3 genes.

ApOs extracdo (item 2.4.1.), o DNA bacteriano foi
quantificado em espectrofotdmetro e adicionado a
tubos contendo TE de maneira a obter concentragdes
de2.270ng/nL a227 pg/nL. Cadaumadasdiluicbes
foi submetida a técnica de PCR acima descrita de
modo a determinar a menor concentracdo de DNA
bacteriano capaz de produzirumareacéo positivana
PCR, paracadaumdos genes.Todas as rea¢des foram
realizadas em duplicata.

Pesquisa dos genes cpacpb e etx em amostras de
C. perfringensisoladasdebovinospelatécnicade PCR

As 35amostras de C. perfringens isoladas de bovinos
foram submetidas a reacdo de PCR para pesquisa dos
genescpa,cpbeetxdeacordocomodescritonoitem?2.4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da sensibilidade analitica da reacédo
de PCR para a deteccdo dos genes de C. perfringens
estudados revelou os seguintes valores: gene cpa =
2,27ng/uL; genecpb =227 pg/uL e geneetx=227pg/
pL (Fig. 1).

AFigura2exemplificaos resultadosdetipificacao
obtidos pelatécnica de PCR de algumas amostras de
C. perfringens isoladas.

A Tabelalapresentaosresultados datipificacéo,
pela técnica de PCR, das amostras de C. perfringens
isoladas de bovinos pelo Centro de Pesquisa e Desen-
volvimento de Sanidade Animal do Instituto Biolégi-
co, SAA.

O presente estudo foi realizado com uma
amostragem de conveniéncia, constituidapelasamos-
tras isoladas pelo Centro de Pesquisa e Desenvolvi-
mento de Sanidade Animal do Instituto Bioldgico,
SAA. Dessa forma, embora inferéncias quanto a
prevaléncia dos tipos de C. perfringens isoladas de
bovinos em nosso meio sejam improcedentes pela
caréncia de desenho amostral, a seguir sédo feitas
algumas considerag¢des importantes do ponto de vis-
ta epidemioldgico.

Das 35 amostras de campo de C. perfringens
tipificadas por PCR, 16 (45,7%) foram do tipo A, 18
(51,4%) foram do tipo C e 1 (2,9%) foi do tipo B, nado
havendo detec¢do de amostras do tipo D. Essa distri-
buicdo mostra um forte predominio das amostras do
tipo A e C, o que discorda da literatura internacional
queapontaostiposBe D comoosmaisfreqientes para
bovinos (McDonNEeL ,1980; HATHEWAY, 1990). Estes au-
tores basearam a tipificagdo em caracteristicas
fenotipicas (soroneutralizacdo das toxinas), ressal-
tando a possibilidade de tipificacdes incorretas de-
correntes do nivel insuficiente de expressado das dife-
rentes toxinas.

Nalliteraturacompulsada, ndo pudemos verificar
trabalhos que tenham objetivado tipificar amostras
de C. perfringens isoladas de bovinos em nosso meio.
Estaescassez de dados certamente é fruto das dificul-
dades (custo e disponibilidade) encontradas na ob-
tencdo de soros de referéncia especificos fornecidos
pororgdosinternacionais, paraarealizacdodaprova
de soroneutralizagdo. Dessa forma, no &mbito nacio-
nal, ndo ha parametros paracomparar adistribuicdo
dos tipos de C. perfringens detectados pela reagdo de
PCR neste estudo.

A reacdo de PCR avaliada demonstrou ser uma
alternativa bastante eficiente natipificacdo de amos-
tras de C. perfringens, com a vantagem de dispensar o
uso de animais e de soros anti-toxinas padrdo, 0s
quais sdo de dificil obtencdo. Estas caracteristicas
poderdo contribuir paraumamelhorcompreenséoda
epidemiologia desta bacteriose em nosso meio.
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Tabelal-Resultadosdatipificacdo, pelatécnicade PCR, das
amostras de C.perfringensisoladas de bovinos pelo Centro
de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal do
Instituto Bioldgico,SAA, segundo a localidade e tipo de
amostraclinica.

N°  Municipio/Estado Amostra clinica PCR

1 Barrado Pirai/RJ Figado C
2 Londrina/PR Conteudo intestinal C
3  PimentaBueno/RO Conteudo intestinal C
4 Jaguaruna/SC Fezes C
5  Registro/SP Fezes A
6 Jaguaruna/SC Intestino C
7 Nova Rezende/MG Intestino A
8  Guaratingueta/SP Fezes A
9  Guaratingueta/SP Fezes C
10 Guaratingueta/SP Fezes C
11 S&oJosé dos Campos/SP Canela A
12 Uberlandia/MG Figado A
13 Uberlandia/MG Coracéo A
14  SéoPaulo/SP Intestino C
15 Iguape/SP Fezes A
16 Paragominas/PA Rim A
17 Jodo Teixeira/RO Figado A
18 Borborema/SP Figado A
19 Nova Mutum/MT Intestino A
20 Guard/spP Figado B
21 Buri/SP Figado C
22 Guarapuava/PR Coracéo A
23 BonfimPaulista/SP Figado/Rim C
24 Guard/SP Intestino A
25  Itu/SP Ganglio A
26 Guard/SP Fezes C
27 Franca/SP Figado/Rim C
28 Guard/SsP Intestino C
29 Fortaleza/CE Figado C
30 Guarapuava/PR Musculo C
31 SaoJodo daBoa Vista/SP Figado A
32 BragancaPaulista/SP Figado A
33 SalgadodeSéoFelix/PB  Rim C
34 lacre/SP Intestino C
35 Jacupiranga/SP Canela C
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