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RESUMO

Clostridium perfringens é o agente responsavel pela enterite necrética em leitdes, caracterizada
por diarréia, perda de peso e morte. O presente estudo objetivou a tipificacdo de C. perfringens a
partir de fezes de leitdes diarréicos pela técnica da PCR multiplex, utilizando iniciadores
especificos para os genes das toxinas alfa (cpa), beta (cpb), beta-2 (cpb-2), épsilon (etx), iota (ia) e
enterotoxina (cpe). Foram utilizadas 65 amostras fecais de leitGes com idade variando entre sete
a 36 dias. O material foi semeado em dgar gema de ovo com cicloserina. Colonias sugestivas de
C. perfringens foram submetidas a coloragdo pelo método de Gram e caracterizagdo bioquimica.
Apo6s certificado o crescimento e pureza, os clostridios foram subcultivados em dgar sangue. Os
extratos de DNA para amplificagdo da PCR foram obtidos por lise direta de uma colonia isolada,
nao sendo realizada a purificacdo do DNA. Bacilos anaerébicos Gram-positivos foram isolados
de 59 das 65 amostras fecais testadas. Vinte e sete foram identificadas como C. perfringens e
tipificadas, sendo 21 (77,8%) do tipo A, cinco destas apresentavam o genecpb-2; cinco (18,5%) eram
do tipo C, quatro destas apresentavam o gene cpb-2; uma amostra (3,7%) era do tipo D e nenhuma
foi positiva para o geneiA ou cpe. Neste estudo Clostridium perfringens tipo A foi o mais prevalente
em fezes de leitdes diarréicos.
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ABSTRACT

GENOTYPING OF CLOSTRIDIUM PERFRINGENS ISOLATED FROM DIARRHEIC PIGLETS
Clostridium perfringens causes necrotic enteritis in piglets, characterized by diarrhea, weight loss
and death. The purpose of this study was to genotypeC. perfringensstrains isolated from diarrheic
piglets by multiplex PCR, using specific primers for genes of alpha (cpa), beta (cpb), beta-2 (cpb-
2), epsilon (efx), enterotoxin (cpe) and iota (ia) toxins. Sixty-five samples from diarrheic piglets
ranging from 7 to 36 days of age were studied. The material was seeded into egg-yolk agar with
cicloserine. Colonies with suspicion of C. perfringens were subjected to Gram staining and
biochemicalidentification. After certification for purity, bacteria were subcultivated inblood agar
and onesingle colony wasused asa DNA template for PCR amplification after direct bacteriallysis.
No DNA purification procedure was used. Anaerobic Gram-positive bacilli were isolated from
59 out of 65 fecal samples tested. Among these, 27 were identified as C. perfringens and typified
by multiplex PCR. Twenty-one (77.8 %) of these isolates were type A, of which 5 had thecpb-2 gene.
Five (18.5%) were type C and 4 of them contained the cpb-2 gene. One (3.7%) was type D, while
no strains were positive for ia or cpe genes. This study demonstrated that Clostridium perfringens
A is the most common type in feces of diarrheic piglets.

KEY WORDS: Clostridium perfringens, necrotic enteritis, genotyping, swine, multiplex PCR.

Clostridium perfringens é classificado em cinco ti- tipos A e C estdo entre os agentes etiolégicos das
pos, de A a E, com base na produgdo de quatro enterites em leitdes, enquanto os tipos B, D e E sdo
exotoxinas principais: alfa, beta, épsilon e iota. Os esporadicamente isolados do trato intestinal desses
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animais (SoNGER; UzaL, 2005). Além das toxinas prin-
cipais, outras como a enterotoxina e a toxina beta-2
saoimportantesfatores de viruléncia doagente (SHINYA
et al., 20006).

O teste in vivo mais comumente utilizado para
tipificagdo de C. perfringens é a soroneutralizacao em
camundongos. Apesar de reconhecido pela sua sen-
sibilidade e especificidade, ¢ um método demorado e
relativamente caro, poisrequer o uso de grande nime-
ro de animais, além de gerar discussoes éticas por
parte de grupos humanitarios e pesquisadores que
visam o bem estar animal (PARrEIRAS, 2002). Outro
ponto limitante é a dificuldade de detecgdo em amos-
tras de campo devido a instabilidade das toxinas,
rapidamente degradadas por enzimas bacterianas e
teciduais Ganz et al., 2007). Como alternativa aos
métodos in vivo, amostras de C. perfringens podemser
tipificadas através da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR convencional) para deteccao em separado dos
genes que codificam a produgdo das toxinas princi-
pais alfa (cpa), beta (cpb), épsilon (etx), iota (ia) (DAUBE
etal.,1994;UzaLetal., 1997). A técnicada PCR Multiplex
émaissimpleserdpida por detectar simultaneamente
fragmentos génicos das toxinas principais e das toxi-
nas beta-2 (cpb-2) e enterotoxina (cpe) (MEER; SONGER,
1997;Y coetal., 1997). Alémdisso,a PCR podeseruma
importante ferramenta pela possibilidade de aplica-
cdoem tecidos fixados em formalina (Sanzet al.,2007).

Aidentificagdo de tipos e subtipos deC. perfringens
é importante para o desenvolvimento e avaliacao de
programas de vacinacdo, além de auxiliar no reconhe-
cimento daepidemiologia das infec¢des por esse agen-
te SHINYA et al., 2006). Com isso, o presente estudo
objetivou a tipificagdo de cepas de C. perfringensisola-
dos a partir das fezes de leitdes com diarréia pela
técnicada PCR Multiplex, utilizandoiniciadores espe-
cificos para os genes das toxinas alfa (cpa), beta (cpb),
beta-2 (cpb-2), épsilon (etx),iota (ia) e enterotoxina (cpe).

Foram trabalhadas 65 amostras fecais de suinos
queapresentavamquadro clinico de diarréia, cedidas
pela Perdigdo Agroindustrial, Rio Verde, Goias, Bra-
sil. Foram enviadas, sob refrigeracdo, 23 amostras de
fezes de animais entre sete a 21 dias, 21 de animais
entre 22 a 26 dias e 21 de animais entre 27 a 36 dias.
Para o isolamento, as fezes foram semeadas em agar
gema de ovo com cicloserina e incubadas em atmos-
fera de anaerobiose a 37° C por 48 horas. Coldnias
caracteristicas foram avaliadas pelo método de colo-
ragdo de Gram e submetidas a provas bioquimicas
para confirmacdo (STERNE; Batrry, 1975). Apés
certificacdo da pureza e identificacdo, os clostridios
foram subcultivados em 4gar sangue e uma coldnia
isolada de cada amostra foi submetida a extragao
térmica do DNA, a 95° C por 5 minutos, sem posterior
purificacdo do material genético, como descrito por
Bauws et al. (2004).

Asreacdes de PCR foram relizadas de acordo com
UzaL et al. (1997). Para anélise, 10 mL dos produtos
amplificados foram aplicados em gel de agarose,
adicionados de brometo de etideo e submetidos a
eletroforese. Os fragmentos de DNA amplificado fo-
ramanalisados por comparagdo ao marcador de peso
molecular 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil) e as amostras de referéncia. Como con-
trole positivo, foramutilizadas as seguintes amostras
de referéncia do American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, Maryland, EUA):C. perfringenstipo
A (ATCC 3624), C. perfringens tipo B (ATCC 3626), C.
perfringens tipo C (ATCC 3628), C. perfringens tipo D
(ATCC 3629) e C. perfringens tipo E (ATCC 27324).

A extracgdo térmica do DNA das amostras pela
metodologia descrita por Baums et al. (2004) foi consi-
derada pratica rapida e de baixo custo para sua
realizagdo. Diversos trabalhos relatam a extragéo de
DNA de C. perfringens pelo método de purificacdo de
acidos nucléicos (DAUBE et al., 1994; SONGER;, MEER,
1996; M EER; SONGER, 1997; Y 00 et al., 1997; GARMORY et
al., 2000; HexiNHEIMO; KORKEALA, 2005; SHINYA et al.,
2006) e, apesar de mais laborioso e dispendioso,
apresenta resultados semelhantes a extracdo térmica
realizadaneste e em trabalhos anteriores (Baumsetal.,
2004; HeikinHEIMO; KorkEALA, 2005). A PCR aplicada
neste estudo, descrita por UzaL et al. (1997), permite a
amplificagdo simultanea de todos os genes conside-
rados como importantes fatores de viruléncia na
patogenia das enterites e enterotoxemias por C.
perfringens. Associada a extracdo térmica do DNA
descrita por Baumset al. (2004), a técnica demonstrou
ser uma ferramenta ttil e pratica para tipificagdo no
diagnostico de rotina.

Os resultados da andlise dos espécimes clinicos
mostraram que em 59 das 65 amostras processadas
foram encontrados bastonetes Gram-positivos
anaerobios. Destes, 27 foram identificados como C.
perfringens por meio de provas bioquimicas. Na PCR
Multiplex, observou-se que 21 (77,8%) dos isolados
eram do tipo A, cinco (18,5%) do tipo C e uma (3,7%)
do tipo D. Os tipos B e E ndo foram encontrados nas
amostras analisadas. A elevada freqiiéncia encontra-
da para C. perfringens tipo A e a auséncia dos tipos B
e E corroboram com estudos anteriores (SONGER GLOCK,
1998; M orenoO et al., 2003; Stros et al., 2003; SHINYA et al.,
2006).

Com relacdo a faixa etaria, das 27 amostras
tipificadas 14 (51,8%) eram de leitdes com sete a 21
dias de idade, sendo todas classificadas como C.
perfringenstipo A. A possivel explicacdoéofatodeque
os maiores problemas de diarréia ocorrem na mater-
nidade, fase em que hd uma maior susceptibilidade
dos leitdes aos microrganismos causadores de diar-
réia e estdo presentes varios fatores deriscorelaciona-
dos ao ambiente e a0 manejo, como desinfecgdo
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ineficiente das baias e a ndo utilizagdo de vacinas
(SoNGER; UzaL, 2005).

Apesar derelatos atribuindo ao C. perfringenstipo
A a causa de diarréias em leitdes (CoLLINS et al., 1989;
Cosra etal., 2004) e estudos realizados com amostras
isoladas de casos de enterite necrética demonstrarem
uma maior prevaléncia desse biétipo (SONGER; GLOCK,
1998), a toxina alfa codificada pelo gene cpa ndo tem
demonstrado capacidade de causar a doenca em
leitdes (HATHEWAY, 1990; S ONGER; GLOCK, 1998; HERHOLZ
et al., 1999). Na verdade, outra toxina parece estar
relacionadana patogenia das doengas entéricasrela-
cionadas ao tipo A: a toxina beta-2, codificada pelo
gene cpb-2 (WATERSs ef al., 2003). GARMORY et al. (2000)
e SHINYA ef al. (2006) também demonstraram esta rela-
¢do, com uma freqiiéncia do gene cpb-2, nos isolados
de C. perfringens tipo A, de 83% e 100%, respectiva-
mente. Investiga¢des epidemioldgicas utilizando fe-
zes de suinos, com e sem diarréia, demonstraram a
maior ocorréncia do genecpb-2 entre os animais doen-
tes, sugerindo que a toxina tenha umafungaorelevan-
te no processo patogénico (GIBERT et al., 1997; KLAASEN
etal., 1998). Emrazao doaumento donimero de casos
relatados de enterite relacionados ao C. perfringens
tipo A, faz-se necessario estudos sistematicos quanto
a ocorréncia de amostras deste tipo e que sejam por-
tadoras do gene da toxina beta-2 (Garmoryet al.,2000).
No Brasil, MoreNoet al. (2003) descreveram a ocorrén-
cia de surtos de diarréia relacionados a amostras de
C. perfringens tipo A contendo o gene cpb-2 em quatro
sistemas de producao de suinos. No presente estudo,
o gene cpb-2 estava presente com o gene cpaem 23,8 %
das amostras.

Das cinco amostras tipificadas como C. perfringens
tipo C, quatro apresentavam o gene cpb-2. A alta
ocorréncia deste gene em amostras do tipo C demons-
tra a necessidade de mais estudos avaliando impor-
tancia da toxina beta-2 e a revisdo dos quadros antes
creditados apenas a toxina beta (GIBERT et al., 1997).

Apesar da enterotoxina ser considerada uma im-
portante toxina envolvida em casos de infec¢Ges
entéricas causadas por C. perfringens (SONGER;
Miskimmins, 2004), no presente trabalho nenhuma
amostra apresentou a amplificacdo do gene cpe, cor-
roborando com estudos anteriores VaN DaMME-
JonGsTENet al., 1990; KaNakaRAJet al., 1998; SHINYA etal,
2006).

Pesquisas realizadas na Universidade de Iowa,
avaliando a prevaléncia de C.perfringens como agen-
te de diarréias em leitdes de uma semana de idade,
nosanos de2000e2001, mostraram, respectivamen-
te, 36% e 75% de incidéncia. A literatura cientifica
carece de dados de diagnéstico das formas de diar-
réia neonatal causadas por C. perfringens possivel-
mente pelas dificuldades do isolamento desse agen-
te e/ou pela utilizacdo de protocolos pouco eficien-

tes na sua detec¢do, dificultando a avaliagdo da
prevaléncia de C. perfringens em suinos SONGER;
Uzat, 2005).

Observa-se a ocorréncia de diarréia por C.
perfringens mesmo em plantéis vacinados, provavel-
mentedevidoaalta variabilidade genética desseagen-
te. A tipificagdo pode ser uma importante ferramenta
para avaliacdo de programas de vacinagdo, além de
permitir o reconhecimento de amostras virulentas e
identificacdo de surtos GHINYA et al., 2006). A
genotipificacdo de C. perfringens tem simplificado o
diagnostico de rotina através da PCR Multiplex uma
vez que possibilita tipificar grandes quantidades de
amostras com acurécia e rapidez. Dessa forma, sera
possivel a elaboragdo de programas efetivos de con-
trole e prevencdo contraas diarréias em leitdes causa-
das por C. perfringens.
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