Ciéncia Rural, Santa Maria, v.38, n.7, p.1943-1947, out, 2008

ISSN 0103-8478

Genotipicacao de Clostridium perfringens isolados de frangos de corte através da PCR
multipla

Genotyping Clostridium perfringens broiler chickens isolates by multiplex PCR products analyses
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RESUMO

Clostridium perfringens (Cp) é uma bactéria
anerébica gram positiva que, além de provocar gangrena
gasosa e enterotoxemia em humanos e animais, constitui-se
na principal causa de enterite necrética em aves de criagoes
intensificadas. A identificacdo dos isolados foi realizada pela
reacdo de lecitinase em &gar TSC-gema de ovo, colbnias com
dupla hemolise em agar sangue desfibrinado de eqiino,
coloracdo de Gram e provas bioquimicas. Das amostras
analisadas, 171Cp foram isolados em jejuno e ileo de frangos
de corte provenientes de um frigorifico da regido de Para de
Minas-MG. Cp foi isolado em 62 (49,6%) de 125 amostras de
contetdo lumenal de jejunos e em 109 (87,2%) de igual
numero de fleos dos frangos de corte. Utilizando-se a técnica
da PCR multipla para genotipicacdo das estirpes de Cp, de
acordo com os genes para as toxinas principais e letais (cpa,
cpb, etx e iA), da toxina cpb2 (cpb2) e enterotoxina (cpe), as
estirpes de Cp isoladas foram classificadas em cinco tipos
toxigénicos (A-E). Das 62 estirpes de Cp isoladas do jejuno,
foram obtidos 42/62 (67,7%) tipo A, 1/62 (1,6%) tipo A com
produto de amplificacdo para o gene da toxina beta2, 0/62
(0%) tipo B, 17/62 (27,4%) tipo C, 1/62 (1,6%) tipo D. Das
109 amostras de Cp isolados do ileo das aves foram obtidos
62/109 (56,9%) tipo A, 3/109 (2,7%) tipo A com produto de
amplificacdo para o gene da toxina beta2, 1/62 (0,9%) tipo B,
38/109 (34,9%) tipo C, 1/109 (0,9%) tipo D. Cp A (60,8%) e
Cp C (32,2%) foram os tipos toxigénicos predominantes em
conteido intestinal de frango de corte. Cinco (2,9%) das 171
amostras de Cp isolados ndo foram tipificadas. Nao foram
detectados os genes codificadores das toxinas iota (iA) e
enterotoxina (cpe) em nenhuma das 171 estirpes de Cp
caracterizados.

Palavra-chave: enterite necrética, tipos toxigénicos, frangos
de corte, Clostridium perfringens.

ABSTRACT

Clostridium perfringens (Cp) is an anaerobic gram-
positive bacterium which causes gaseous gangrene and
enterotoxaemias in humans and domestic animals, besides
being the primary cause of necrotic enteritis in poultry. Cp
isolates were preliminary identified according to the lecithinase
test on agar TSC-egg yolk, colony with double haemolysis in
desfibrinated horse blood agar, Gram staining and biochemical
tests. Cp isolates (171) were obtained from the intestinal content
of broiler chickens sampled in a slaughterhouse in Para de
Minas city, MG, Brazil. Cp was isolated in 62/125 (49.6%)
strains from jejunum content and in 109/125 (87.2%) of ileum.
Cp strains were classified into five toxigenic types (A-E), using
multiplex PCR assay for genotyping of the principal and lethal
toxins in the detection of genes coding for toxins alfa, beta,
epsilon e iota, nomely genes cpa, cph, etx e iA genes, beta2
toxin (cpb2) and enterotoxin (cpe). From a total of 62 Cp
jejunum isolates obtained 42/62 (67.7%) were type A, 1/62
(1.6%) type A with the amplification of products for beta2
toxin gene (A/B), 0/62 (0%) type B, 17/62 (27.4%) type C and
1/62 (1.6%) tyf)e D. A total of 109 ileum Cp isolates were
obtained being 62/109 (56.9%) type A, 3/109 (2.7%) type A/
B toxin gene, 1/62 (0.9%) type B, 38/109 (34.9%) type C, 1/
189 (0.9%) type D. Cp A (60.8%) and Cp C (32.2%) toxigenic
types were the most prevalent types in the analyzed intestinal
contents of broiler chickens Cp A 104/171 (60.8%) and 55/
171 (32.2%) toxigenic types which were the most prevalent
types analyzed into two partes of the intestinal content of broiler
chickens. Five (2.9%) out of 171 Cp isolates were not typified.
The iota toxin (iA) and enterotoxin gene (cpe) codifying genes
were not identified.

Key words: necrotic enteritis, toxinotyping, broiler chickens,
Clostridium perfringens.
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INTRODUCAO

Cp é comumente encontrado na microbiota
intestinal dos humanos e de animais sadios. Portanto,
0 aparecimento de patologias provocadas por esse
microrganismo é dependente de circunstancias que
favorecam o crescimento e a produgdo em doses
elevadas das toxinas clostridiais.

A enterite necrotica (EN) por Cp em frangos
de corte, que pode ocasionar grandes perdas
econdmicas, tem sido controlada, na criagdo comercial,
com antimicrobianos promotores de crescimento nas
racOes das aves (MARTINS, 1987). A EN acomete
frangos e poedeiras, de 2-4 semanas de idade, com taxa
de mortalidade diaria que pode exceder a 1% e curso
clinico com duracdo de uma semana. A apresentacao
clinicada EN inclui depressdo, falta de apetite, apatia,
prostracdo, desidratacdo e morte. Entretanto, as perdas
podem estar também relacionadas as manifestagGes
subclinicas da doenga, como diminuicao da absor¢do
de nutrientes, alta conversdo alimentar e baixo ganho
de peso.

Entre os fatores pré-disponentes
importantes a EN, a infecgdo das aves por coccideos
favorecem a colonizagdo e a multiplicacdo de Cp no
trato intestinal. RIDDELL & KONG (1992), ao estudarem
a influéncia da dieta na EN, demonstraram que o tipo
de alimento utilizado na composi¢do da ragdo é um
fator correlacionado a incidéncia da EN e ao indice de
mortalidade em frangos de corte. De forma geral, as
lesBes de EN possuem maior freqiiéncia em aves, cujas
dietas sdo compostas de ingredientes de baixa
digestibilidade e ricas polissacarideos insolveis.

Atualmente, a técnica de PCR mdltipla vem
sendo amplamente utilizada para genotipificacdo por
meio da amplificacdo dos genes das toxinas principais
—cpa (toxina alfa), cpb (toxina beta), etx (toxina épsilon)
e iA (toxina iota) - e de outros genes de viruléncia—cpe
(enterotoxina) e cpb2 (toxina beta?2).

O trabalho proposto tem como objetivos
utilizar uma técnica de PCR maltipla como auxilio na
identificacdo molecular de Cp em amostras de jejuno e
ileo e determinar a prevaléncia dos tipos toxigénicos
existentes na microbiota intestinal de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Como referéncia, foram obtidas estirpes de
Cpdostipos A, B, C, D e E do American Type Culture
Collection (ATCC), dos Estados Unidos da América.
Os liofilos foram reconstituidos pela adi¢do de 1mL de
caldo tioglicolato. Ap0s a reidratacdo das amostras de
referéncia, uma aliquota de 200uL foi inoculada em um

tubo de rosca contendo 15mL de caldo tioglicolato e
100uL deste inoculo foi semeado por esgotamento em
duas placas de agar sangue suplementados com 10%
de sangue equino desfibrinado (ASA). O cultivo em
caldo tioglicolato e uma das placas de ASA foram
incubadas em atmosfera de anaerobiose a 37°C durante
48 horas (CO,: 9,8%; H_: 10,4%; N_:79,8%), sendo a
outra placa de ASA destinada ao cultivo aerébio a 37°C
por 24 horas. Na sequéncia, as amostras de referéncia
foram avaliadas quanto as caracteristicas morfo-
tintoriais e a pureza pela coloracéo de Gram (SEBALD
& PETIT, 1997).

Foram coletadas 125 alcas intestinais de
frangos de corte, oriundas de um frigorifico da regido
de Para de Minas-MG. Os animais permaneceram sete
dias em restricdo de antibidticos da ragao de terminagcao,
sendo sacrificados por eletronarcose e eviscerados,
conforme arotina de abate. Os intestinos foram atados
com fio de algod&o em ambas as extremidades e entdo
o material foi acondicionado em temperatura de 4°C,
transportado até o local do experimento e processado
em periodo maximo de duas horas. Das alcas intestinais
foi retirado 1g de contetdo lumenal de ileo e jejuno
para inoculagéo em tubos de rosca contendo 20mL de
caldo tioglicolato. Os tubos foram incubados em
atmosfera de anaerobiose a 37°C durante 48 horas. Logo
ap0s o crescimento do cultivo primario, foram realizados
esfregacos corados pelo Gram repiques pela técnica
de esgotamento em placas de ASA e agar TSC
suplementado com 5% de gema de ovo para
demonstracdo da zona de dupla hemolise e reagdo de
lecitinase, respectivamente (SEBALD & PETIT, 1997).

As col6nias caracteristicas foram
submetidas a classificagcdo morfo-tintorial pelo Gram,
cultivo aerobio em ASA, e posteriormente foram
repicadas em tubos contendo tioglicolato e nitrito-
tripticase para a caracterizacdo bioquimica pelas provas
de fermentagdo de agucares (glicose, salicina, sacarose,
maltose e lactose), coagulagdo do leite-ferro, producéo
de indol, reducdo do nitrato, urease e hidrélise da
gelatina (SEBALD & PETIT, 1997).

O material genético de Cp das estirpes de
referéncia e dos isolados de conteddo lumenal foram
obtidos a partir de col6nias puras do cultivo em placas
de ASA em jarra de anaerobiose, utilizando-se a
extracdo sem purificagdo do DNA do método térmico.
Apos a adicdo de 23,2uL de agua Milli-Q® estéril, da
“massa bacteriana” e do 6leo mineral, os microtubos
foram hermeticamente fechados e colocados em
aparelho termociclador a 99°C por 1 min. As amostras
foram centrifugadas a 10.000g por cinco minutos e 0
sobrenadante utilizado como molde de DNA
(HEIKINHEIMO & KORKEALA, 2005).
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Para obtencdo de um volume final de 50uL
foram adicionados a PCR: &gua ultra pura (g. s. p.);
DNAmolde (10ng uL1); Tampéo 10X; MgCI2 (50mM);
dNTP’s (0,2mM); cpa senso (79,68nmoles); cpa reverso
(81,04nmoles) ; cpb senso (79,64nmoles); cpb reverso
(80,98nmoles); etx senso (84,04nmoles); etx reverso
(81,12nmoles); iA senso (81,47nmoles); iA reverso
(87,83nmoles); cpe senso (83,21nmoles); cpe reverso
(73,21nmoles); cpb2 senso (48,51); cpb2 reverso
(78,37nmoles); Taq DNA polimerase (2,5U). As
condicdes de amplificacdo foram: 94°C 5min*e 34 ciclos
de 94°C 1min?; 48°C 1min; 72°C 1min e uma extenséo
final de 72°C 7min’t. Um volume de 12uL de cada produto
obtido foi submetido a eletroforese por 30min a 100v,
300mA em gel de agarose a 1,5% contendo 0,5ug de
brometo de etidio mL. Marcador de peso molecular
de 100 pares de base Molecular (Weight Marker 100pb
DNA Ladter - Invitrogen - United States of America)
foi utilizado como padrdo de comparacdo. As bandas
amplificadas foram visualizadas e fotodocumentadas
sob luz ultravioleta .

Os iniciadores utilizados na reagdo foram
sintetizados e testados em condi¢des convencionais
de PCR, bem como foi realizada a clonagem dos
produtos amplificados que foram seqiienciados
previamente (PERELLE et al., 1995). Durante a
padronizacdo e a validagdo do sistema de da PCR
multipla para Cp, foram avaliados possiveis problemas
relacionados a concentragdo de cada iniciador
especifico a montagem e funcionamento do sistema de
amplificacdo multipla, por meio de consultoria realizada
pelo Laboratério de Genética de Microrganismos do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 250 amostras de conteido lumenal de
ileo e jejuno analisadas, 171 (68,4%) demonstraram
caracteristicas morfo-tintoriais e bioquimicas
compativeis com Cp, apresentando bastonetes gram
positivos curtos, coldnias arredondadas, umbilicadas,
brilhantes com zona de dupla hemdlise no ASA e
auséncia de crescimento em anaerobiose. As provas
bioquimicas destes isolados foram positivas para
glicose, salicina, sacarose, maltose, lactose, gelatina,
nitrito e leite-ferro; sendo negativas para indol e urease,
apresentando caracteristicas bioquimicas de Cp, de
acordo com a chave de classificacdo do género
Clostridium (SEBALD & PETIT, 1997). A reacdo de
lecitinase em agar TSC com gema de ovo demonstrou
ser um método adequado e pratico para identificacao
fenotipica das estirpes isoladas de Cp, revelando a

presenca da toxina alfa pela hidrélise da lecitina. As
coldnias lecitinase positivas foram identificadas por
meio do halo brancacento em volta das coldnias cremosas.

Acredita-se que o achado da amostragem
estudada de 68,4% de Cp isolados demonstra que a
adicdo de antibidticos controla os indices de
mortalidade por de EN nos plantéis de frangos de corte
SCHOCKEN-ITURRINO etal. (1999), ao avaliarem a
composic¢ao da microbiota intestinal de frangos de corte
submetidos as dietas suplementadas com antibi6ticos,
apresentando baixo ganho de peso e escore leve de
diarréia, obtiveram percentual de isolamento de Cp de
16,78% em 94 de 374 amostras do género Clostridium.
Apesar de os antibidticos serem de ampla utilizagdo na
avicultura intensiva de corte do Brasil, ha uma pressdo
para sua retirada das dietas dos frangos, com base nos
estudos dos efeitos deletérios dos residuos na carne
para a salde humana, principalmente devido a selecdo
de linhagens de bactérias resistentes aos
antimicrobianos, podendo haver transferéncia
horizontal dos genes responsaveis pela resisténcia da
bactérias nos mais diversos ecossistemas,
principalmente no trato gastrointestinal de humanos e
animais. O uso continuo de antibidticos pode
representar embargo comercial para a exportacdo de
carne de frango, além de tornar-se sério problema de
salde publica mundial (COUCIL OF THE EUROPEN
UNION, 2003).

Na semana que antecede o abate, 0s
antibidticos sao retirados das formulagdes das ragdes
dos frangos de corte, em observancia ao periodo de
caréncia pela utilizacdo destes antimicrobianos
promotores de crescimento, 0 que representa em
diminuicdo dos custos para o produtor. Durante o
experimento, o efeito da retirada do antibiético
demostrou facilitar o isolamento de Cp em 49,6% dos
conteddos intestinais de ileos e de 87,2% dos jejunos.
Desse modo, em ocasido da retirada dos promotores
de crescimento, os frangos de corte estariam
predispostos a alguma forma de infecgdo entérica por
Clostridium perfringens, principalmente a EN
sublclinica, conforme ja vem sendo relatado em varios
paises.

Por meio da tipificacéo toxigénica pela PCR
multipla foi demonstrado que dos 171 isolados de Cp,
104 (60,82%) foram do tipo A, 4 (2,34%) do tipo Acom
amplificacdo para o gene da toxina beta2, 1 (0,58%)
tipo B, 55 (32,16%) tipo C, 2 (1,18%) tipo D. Cinco (2,92%)
das 171 amostras ndo foram tipificadas, bem como néo
houve amplificacdo para o gene codificador das toxinas
iota (iA) e enterotoxina (cpe). A figura 1 apresenta 0s
resultados da amplificacdo dos fragmentos dos genes
cpa (324pb), cpb (196pb), etx (655pb) e iA (233pb) das
estirpes de C. perfringens ATCC (A-E) utilizadas como
controles positivos da PCR multipla.
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Figura 1 - Fotodocumentacéo de gel de agarose da PCR multipla de

material genético extraido de Clostridium perfringens A-
E. Canaleta |. marcador de peso molecular (1kb) Canaleta
1. Cp A amostra positiva para cpa (324pb) Canaleta IlI.
Cp B amostra positiva para cpa (324pb), cpb (196pb) e
etx (655ph) Canaleta IV. Cp C amostra positiva para cpa
(324ph) e cpb (196pb) Canaleta V. Cp D amostras
positiva para cpa (324pb) e etx (655 pb) Canaleta VI.
Cp E amostra positiva para cpa(324pb) e iA (233pb).

A tipificacdo toxigénica de Cp nesta
amostragem de jejuno e ileo de frangos de corte
demostrou que os Cp A e Cp C séo prevalentes no
conteddo intestinal em frangos de corte higidos, em
concordancia com recente estudo realizado na Turquia,
por KALENDER & ERTAS (2005), que apontaram estes
tipos toxigénicos de Cp como principais agentes
etiolégicos de EN em frangos de corte. Segundo o
mesmo estudo, o Cp D esta associado aos surtos de
EN neste pais em menor prevaléncia.

Na atualidade, tem se discutido, além da
minimizacao dos prejuizos com a EN clinica e subclinica
em frangos de corte, a adequacao as novas exigéncias
do mercado internacional, que preconizou a retirada
dos antimicrobianos promotores de crescimento na
Unido Européia a partir de 2006 (COUCIL OF THE
EUROPEN UNION, 2003). Além disso, ndo estdo
determinados os efeitos quantitativos dos diversos
antimicrobianos promotores do crescimento utilizados
na avicultura industrial sobre a dindmica populacional
do trato gastrointestinal das aves, em especial, no
controle da microbiota anaerébica gram positiva no
microambiente intestinal (PEDROSO, 2003). Em nosso
estudo, a utilizacdo de antibi6ticos nas ragdes de
frangos de corte ndo produziu modificacdes

guantitativas notaveis na microbiota intestinal,
no que diz respeito aos tipos toxigénico, em
especial aos Cp A e Cp C, que sdo os tipos mais
comumente encontrados na etiologia da EN dos
frangos. Cp A e Cp C tem sido relatado como o
tipo toxigénico dominante na microbiota
intestinal de frangos de corte, corroborando 0s
resultados encontrados em nosso estudo, e
também os resultados encontrados por
ENGSTROM etal. (2003). O mesmo autor atenta
para o potencial impacto para a sadde publica,
advindo da ingestdo de carne de frangos
contaminados com Cp A do contetdo intestinal
do frango, durante o procedimento de abate.
CRAVEN et al. (2001) isolaram Cp A em 13
carcacas de frangos e obtiveram percentual de
81% de isolamento de Cp Aem Unico plantel de
16 aves, evidenciando a importancia do achado
em amostras de conteudo intestinal. Adiferenca
no percentual de isolamento entre jejuno e ileo
pode ser associada aos diferentes efeitos das
concentrac0es inibitdrias dos antibidticos sobre
a microbiota intestinal nos diferentes sitios do
trato gastrointestinal. Os antimicrobianos podem
atuar na pressao de selegdo sobre a microbiota
gram positiva em algumas das sec¢des do limen
intestinal, podendo influenciar nos mecanismos
de adeséo e colonizacdo de Cp, na parede do intestino
delgado (EDENS, 2003).

Por se desconhecer a acdo da pressédo
destes antibioticos sobre a diminui¢do do grau de
patogenicidade ou de agressdo das estirpes de Cp
(MARTINS, 1987), torna-se importante avaliar por meio
do estudo epidemioldgico da tipificagao toxigénica Cp
em amostragem de contedido lumenal de jejuno e ileo,
associando as manifestac@es clinicas e ao escore das
lesdes intestinais, a incidéncia da formas subclinicas
da EN e os reflexos das perdas econdmicos por EN nos
plantéis de frangos de corte. Com a utilizagdo de
antibidticos nas ragdes de frango de corte, a populagao
de Cp parece ndo ser controlada de forma qualitativa,
quanto ao tipos toxigénicos Ae C. Porém, as diferencas
de percentual de isolamento entre jejuno e ileo, em
termos quantitativos, pode ser devido ao reflexo da
restricdo de antibidticos na ecologia do TGI, atuando
no aumento da carga de Cp no limen intestinal e
influenciando os mecanismos de ades&o dos mesmos
nos enterdcitos (MACARI & FURLAM, 2005).

CONCLUSOES

Cp dos tipos toxigénicos A e C séo
predominantes na amostragem de contetdo lumenal
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de jejuno e ileo de frangos de corte. Ndo foram
encontrados isolados de Cp E e ndo houve
amplificacdo do gene cpe . Quanto a escolha do sitio
para o isolamento, o ileo foi superior ao jejuno e houve
variagdo quantitativa entre as amostras. Quanto a
composicdo da microbiota intestinal, os tipos
toxigénicos de Cp foram semelhantes para as amostras
jejuno e ileo e ndo houve variagdo qualitativa entre
elas. Nas condi¢Bes em que foi realizado o experimento,
o sistema de PCR mudltipla para genotipagem de Cp
tipo A, B, C, D e E mostrou-se satisfatério.
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