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RESUMO 

ANDRADE, K. A Comparação do perfU eletroforético (esterase) de cepas de 

Clostridium perfringens de origem bovina e aviária. [Dissertação de Mestrado -

Faculdade Saúde Pública- Universidade de São Paulo]. 

Foram isoladas 22 cepas de Clostridium perfringens, de amostras de origem bovina e 

aviária. Todas as cepas foram analisadas por provas -bioquímicas para identificação da 

espécie. Para a tipificação, primeiramente foi realizada análise eletroforética corada para 

esterase das cepas padrão ATCC dos tipos A, B, C e D. Os géis foram analisados de 

acordo com a mobilidade eletroforética e atividade enzimática, observando-se bandas 

específicas para cada tipo de C. perfringens. Todas as cepas isoladas foram analisadas 

por .eletroforese e comparadas com os padrões. Em relação ao total de cepas isoladas 

(22), I I foram provenientes de aves, sendo que, (I) 4,54% foi do tipo A e (IO) 45,6% do 

tipo C, e I 1 provenientes de bovinos, sendo que, (5) 22,72% foram do tipo A, (2) 9,09% 

B e D, enquanto que (1) 4,55% do tipo C. Uma amostra de bovino ficou indeterminada 

apresentando bandas tanto de C quanto de D. Os resultados permitiram demonstrar a 

possibilidade da utilização da eletroforese corada para esterase para estudos 

epidemiológicos por ser um método adequado e de fácil realização. Os resultados 

também revelaram o perigo gerado para a Saúde Pública, levando em consideração que 

os tipos A e C estão relacionados com patogenias em humanos e os órgãos em que foi 

isolada a maior porcentagem desses tipos serem destinados ao consumo humano. 



SUMMARY 

ANDRADE, K. A Comparation of . the .esterase electrophoresis o f Clostridium 

per.fringens strains from bovine and avian origen. [Master dissertation - Faculty o f the 

Public Health- University of São Paulo- Brazil]. 

Twenty two strains of Clostridium per.fringens were isolated from bovine and avian 

samples. All the strains were analyzed by biochemical tests for species cidentification. 

Classification into types was done by esterase electrophoresis with isolated strains and 

pattem ATCC types A, B, C and D. The gels were analyzed using mobility 

electrophoresis and enzymatic activity and compared with the pattem ones, as each type 

showed a different zone. From a total number of strains (22), 11 were of avian origin, 

. .and (l) 4.54% were classified as type A and (10) 45.6% as type C. Among strains 

isolated from bovine samples (11), (5) 22.72% were identified type A, (2) 9.09% as B 

and D and (1) 4.55% as C. One of the bovine strains showed zones as type C and D. 

Those results indicated that esterase electrophoresis is a suitable and easy to perform 

method to be applied in epidemiologic studies of Clostridium per.fringens strains. Date 

obtained pointed out to the Public Health risk that can be originated if bovine and avian 

meat are destinated to human consumption without inspection as types A and C were 

isolated from those samples. 
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1. INTRODUÇÃO 

Em humanos as bactérias anaeróbias estão naturalmente distribuídas pela pele, 

mucosas, trato gastrointestinal, uretra e vagina, cuja relação anaeróbios - aeróbios 

está estabelecida em 10:1 na vagina, cavidade oral e pele e 1.000:1 no intestino 

grosso (FINEGOLD 1995). 

A maioria das infecções anaeróbias humanas é causada por bactérias de origem 

endógena da flora normal que encontram nos tecidos, fora do seu habitat natural, 

condições para sua multiplicação e produção de toxinas (BALOWS 1975). 

Os anitnais domésticos, mesmo aqueles que recebem tratamento adequado, estão 

em constante contato com o solo e suas próprias fezes, que contém inúmeros 

microrganismos, incluindo-se os anaeróbios, constituindo uma importante fonte 

exógena de contágio para o homem, sofrem porém, mais infecções por estes agentes 

do que o homem, causando grandes perdas econômicas para criadores (STERNE e 

BATTY 1975). 

As infecções anaeróbias podem envolver as mais diversas áreas do organismo, 

porém são mais ~mumente encontradas em órgãos como figado, rim, cérebro entre 

outros, ou causando bacteriemia, otites crônicas, infecções dentais e orrus, 

endocardites, endometrites, meningites, mionecroses, artrites e sinusites, 

determinadas sobretudo pelos gêneros Bacteroides e Clostridium (STEPHEN e col. 

1985; FINEGOLD 1995). 
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Dentre as espécies de Clostridium spp as de maior importância para humanos nas 

infecções anaeróbias são Clostridium botulinum (tipo A, B, C e D), C. per.fringens 

(tipo A e C), C. difficile e C. tetani, enquanto que para os animais estão C. botulinum 

(tipo A, B, C e D), C. per.fringens (tipo A, B, C e D), C. tetani e C. chauvoei 

(STEPHEN e col. 1985). 

Atribui-se a ACHAL'ME (1891) a primeira descrição do C. per.fringens, o qual 

relatou de um caso de reumatismo articular agudo a presença de um bastonete gram

positivo anaeróbio, produtor de esporos em culturas velhas, semelhante ao Bacillus 

anthracis. 

Desde então cerca de oito denominações lhe foram conferidas (SIMONDS 1915): 

Bacillus aerogenes capsulatus (WELCH e NUTTALL 1892); C. welchii (MIGULA 

1900 apud CATO e col. 1986); Bacillus agni (DALLING 1928 apud WILSDON 

1931 ); Bacillus paludis (McEWEN 1930); Bacillus ovitoxicus (BENNEITS 1932); 

Bacillus perfringens (HAUDUROY e col. 1937 apud CATO e col. 1986); e C. 

per.fringens (SMITH e HOBBS 1974). 

A classificação foi inicialmente feita com base nas características bioquímicas. 

SIMONDS (1915) foi um dos primeiros a agrupar o C. perfringens em quatro 

subgrupos. Esta classificação foi aceita por alguns (HALL 1922; HOW ARD 1928), 

criticada por outros (HUMPHREYS 1924 ), porém é mantida até o presente 

momento. 
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Além da caracterização bioquímica foram realizados diversos testes de 

aglutinação (WARRACK 1963) e neutralização da toxina (BULL e PRITCHETT 

1917), porém o teste aceito pelo Medicai Research Council (MRC) é a neutralização, 

in vivo, e in vitro, da toxina pela antitoxina (MacLENNAN 1962). 

Em 1931 WILSDON verificou que além dos estudos bioquímicas e morfológicos 

a reação obtida entre toxina e antitoxina era importante para a classificação e então 

em 1932 e 1933 ele classificou o C. perfringens em quatro tipos sorológicos A, B, C 

e D (McDONEL 1980), porém em 1949 ROSS, W ARREN e BARNES incluíram à 

classificação de WILSDON (1932-33) cepas isoladas por BOSWORTH em 1943 e 

identificadas por ele como sendo tipo E. 

A classificação feita por WILSDON (1932-33), foi determinada com base na 

produção de antígenos ditos major ou principais (Quadro 1 ), que por sugestão de 

GLENNY e col. (1933) foram designados por letras gregas: alfa (a), beta (J3), épsilon 

(E) e iota (t) (STERNE e W ARRACK 1964). Atualmente, continuam sendo 

reconhecidos cinco tipos de C. per.fringens. 

Quadro 1. Classificação de C. perfringens em tipos, segundo a produção de 

antígenos principais (SMITH e HOBBS 1974). 

Tipos de 
C. perfringens alfa (a) 

A ++ 
B + 
c + 
D + 
E + 

" . 
++ produtor, fração tóxica predommante 
+produtor, em menor quantidade 

Antígenos Principais 
Beta((3) épsilon (E) iota (t) 

- - -
++ + -
++ - -
- ++ -
- - ++ 

- não produtor 
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OAKLEY e WARRACK (1953), BROOKS e col. (1957), STERNE e 

WARRACK (1964) e HAUSCHILD (1971) realizaram estudos em que observaram a 

existência de antígenos solúveis ditos minor que não afetam diretamente na 

determinação dos úpos, mas sim na identificação dos subtipos, sendo também 

fundamentais para os levantamentos epidemiológicos, e foram denominados: delta 

(õ), teta (9), capa (K), lambda (Ã), mi (Jl), ni (v), eta (11) gama (y), neuraminidase e a 

enterotoxina (Quadro 2). 

Quadro 2. Toxinas produzidas pelos cinco tipos de C. perfringens (McDONEL 

1980) 

Tipos de 
Major C. peifringens 

a 13 e l 

A + - - -
B + + (+) -
·c + ~ 

+ - -
D + - (+) -
E + - - "(+) 

+ prodUZido por alguns tipos 
( +) pro toxina, requer ativação por enzimas 
. não estudada 
nm neuraminidase 

1.1. Toxinas principais 

1.1.1. Toxina alfa (a.) 

o 
-
+ 
+ 
-
-

Toxinas ~oduzidas 
mino r Outras 

e 1C Â. JJ. v 11 1 En nm 
+ + - + + ± - + + 
+ + + + + - ± + 
+ + - + + - ± + +· 
+ + + + + - - + + 

< 

+ + + - + - - + 
- não conhecida a produção 
± existência questionada 
en enterotoxina 

A toxina a. apresenta atividade citolítica, hemolítica, dermonecrótica, e letal, 

sendo a primeira para qual demonstrou-se sua atividade enzimática (GLENNY e col. 

1933; SMITH 1979). Sua produção pode ser obtida em poucas horas de cultivo em 

meio contendo peptona e carne (DALLING e ROSS 1938). Seu peso molecular está 

estimado entre 30 e 106 kDa , sendo codificada pelo gene estrutural cpa localizado 
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na região variável do cromossomo do C. perfringens (McDONEL 1980; ROOD 

1998; PETIT e col. 1999). É uma fosfolipase C, cálcio dependente que hidrolisa 

fosfolipídios promovendo a desorganização da membrana celular (SW ARTZ 1990; 

PETIT e col. 1999). In vitro, sua presença pode ser verificada por hemólise 

determinada em meios contendo hemácias e pela precipitação da lecitina observada 

em meios contendo gema de ovo (OAKLEY 1943; OAKLEY e WARRACK 1953; 

WILLIS 1969; SMITH 1975). In vivo, a hidrólise da lecitina produz diacilglicerol, 

que induz a síntese e liberação de mediadores inflamatórios, provocando contração 

dos vasos sanguíneos, aumento-da permeabilidade vascular, agregação plaquetária e 

disfunção miocárdica, que contribuem para o estabelecimento de choque profundo e 

morte (PETIT e col. 1999). Como a lecitina está presente na membrana da maioria 

das células, causa extenso dano aos vários tecidos (SMITH 1979; SWARTZ 1990). 

Hidroliza cefalina e esfingomielina, sendo considerada como o fator de virulência 

mais importante na determinação da gangrena gasosa (SWARTZ 1990; ROOD e 

COLE 1991). 

Experimentalmente, seus efeitos podem ser evidenciados empregando-se diversas 

vias de inoculação: letalidade, endovenosa (GLENNY e col. 1933; OAKLEY e 

WARRACK 1953) e intraperitoneal (DOWELL e HAWKINS 1974; SMITH 1975) 

em camundongos e dermonecrose por via intradérmica em cobaias (OAKLEY e 

WARRACK 1953; SMITH 1975). 
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1.1.2. Toxina beta (Jl) 

De acordo com SMITH (1975) a obtenção desta toxina in vitro atinge o seu 

·título--máximo com 4 a 5 horas de incubação a 3 7°C em meio contendo pedaços de 

carne. É termolábil. a 50°C por 5 minutos perde 75% de sua atividade (DOWELL e 

HA WKINS 1974; SMITH 1975), pode ser inativada pela ação da tripsina a 37°C por 

30 minutos pois é mais sensível a ação de enzimas proteolíticas, e a outros fatores 

ambientais do que as demais (NULO 1980). 

Atualmente está subdividida em f31 e f32, que foi encontrada em uma cepa porcina 

do C. per.fringens tipo C isolada por PETIT e col. (1999). Ambas são citolíticas, 

dermonecróticas e letais, porém a f32 demonstra 15% de identidade de seqüência e um 

reduzido nível de reação imunológica cruzada com a toxina f31. São codificadas, 

respectivamente, pelos genes estruturais cpb 1 e cpb2, localizados em um grande 

plasmídio do C. per.fringens (ROOD 1998). Provocam necrose hemorrágica da 

mucosa intestinal e embora sejam citotóxicas, seus mecanismos de ação ainda não 

estão elucidados. 

1.1.3. Toxina épsilon (E) 

A toxina E é uma proteína com peso molecular estimado entre 23.2 e 43 kDa 

(McDONEL 1980). Apresenta ação dermonecrótica e letal, produzindo edema no 

fígado, rins e sistema nervoso central. É codificada pelo gene estrutural etx, 

localizado em um grande plasmídio (ROOD 1998; PETIT e ~oi. 1999), sua produção 

ocorre durante a multiplicação do microrganismo no intestino, sendo eliminada como 

uma protoxina inativa que, após ação de proteases clostridiais e da tripsina intestinal, 
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perde um peptídeo N-terminal e é convertida em sua forma ativa (SW ARTZ 1990; 

HUNTER e col. 1992). Sua produção máxima, in vitro, ocorre, segundo GLENNY e 

col. (1933), entre 3 e 5 dias de incubação a 37°C e, de acordo com PIVNICK e col. 

(1965), com 5 a 7 horas nesta mesma temperatura A ação dessa toxina pode ser 

demonstrada após tripsinização, uma vez que ela se apresenta na forma inativa 

(OAKLEY e WARRACK 1953), por lesões características em inoculações por via 

intradérmica em cobaias (W ARRACK 1963). 

1.1.4. Toxina iota (1) 

A toxina t é produzida na forma de protoxina necessitando, portanto, ser ativada 

pela ação de proteases ou da tripsina intestinal. Sua presença foi determinada em 

cultivos de C. perfringens tipo E (CRAIG e MILES 1961), após 4 horas a 37°C. É 

uma toxina binária com atividade dermonecrótica e letal. Consiste de duas cadeias 

independentes de polipeptídeos: a proteína Ia que apresenta peso molecular de 4 7.5 

kDa e age como um componente enzimático; e a proteína lb com peso molecular de 

71.5 kDa que atua como componente de ligação entre elas (PERELLE e col. 1993). 

As proteínas Ia e Ib são codificadas, respectivamente, pelos genes iap e ibp, ambos 

localizados em plasmídios (ROOD 1998; PETIT e col. 1999). A cadeia pesada Ib 

reconhece o receptor na superficie celular, sendo necessária para a penetração do 

componente Ia no citosol. A cadeia leve la cataliza a ribosilação de ADP dos 

monômeros de actina provocando despolimerização desses filamentos e a inibição 

das funções celulares que são dependentes do citoesqueleto de actina (PERELLE e 

col. 1993; PETIT e col. 1999). Segundo OAKLEY e WARRACK (1953), ela pode 
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ser observada pela letalidade, ultilizando inoculação VIa endovenosa em 

camundongos e dermonecrose por via intradérmica em cobaias. 

1.2. Tipos de C. per.fringens 

1.2.1. C. per.fringens tipo A 

O tipo A está presente no solo e no trato digestivo dos animais, principalmente em 

carneiros (GKIOURTZIDIS e col. 2001). É o mais comum dos tipos e o mais 

variável em relação às propriedades toxigênicas. De acordo com a produção de 

toxinas, pode ser subdividido em duas variedades: clássica e enterotoxigênica. A 

variedade clássica produz exclusivamente a toxina-a. (WILSDON 1931, 1932-33) e 

está associada à gangrena gasosa em humanos, infecções traumáticas, mastite 

gangrenosa e enterite necrótica em aves (STERNE e BATTY 1975; NIILO 1980; 

W ALKER 1990; PETIT e col. 1999), enquanto a enterotoxigênica produz, além da 

toxina a., a enterotoxina, que determina enterite e intoxicação alimentar em humanos, 

diarréia em potros e suínos e toxinfecção em cães (CARVALHO e col. 1976; NIILO 

1980; PETIT e col. 1999). 

Acredita-se que o C. per.fringens tipo A esteja associado à enterotoxemia em 

ovinos e bezerros, mas seu papel nessa patologia é controverso visto que o mesmo 

faz parte da microbiota normal dessas espécies e seu isolamento não é uma evidência 

conclusiva de que ele seja o causador da doença, podendo ser facilmente isolado de 

tecidos e do trato intestinal do cadáver dentro de poucas horas após a morte 

(STERNE e BATTY 1975). 
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Algumas variedades são termorresistentes e possuem capacidade de se multiplicar 

rapidamente nos alimentos cozidos, uma vez que com o calor seus competidores 

aeróbios são eliminados (HOBBS e col. 1953). 

1.2.2. (:. perfringens tipo B 

O C. perfringens tipo B produz as toxinas a, 13 e t (WILSDON 1931, 1932-33). 

Causa enterite necrótica e enterotoxemia hemorrágica fatal em cordeiros (GAIGER e 

DALLING 1923; MASSON e col. 1931), diarréia em potros e carneiros (STERNE e 

BATTY 1975). No Oriente Médio uma variedade produtora de toxinas 13 e & foi 

causa de enterotoxemia em caprinos e ovinos adultos (BROOKS e ENTESSAR 

1957; STERNE e BATTY 1975). Estudos apresentam a prevalência deste tipo em 

3,4% de amostras de origem bovina (BALDASSI 1998) e 46% em fezes diarreicas 

de ovinos (GKIOURTZIDIS e col. 2001). 

1.2.3. C. perfringens tipo C 

Foi isolado por McEWEN (1930), produz as toxinas a e 13 (WILSDON 1931, 

1932-33; WALKER 1990), sendo responsável por casos de enterite necrótica em 

seres humanos, bovinos, equinos, ovinos e suínos (STERNE e BATTY, 1975; 

BUOGO e col. 1995) e diarréia sanguinolenta em 20% de carneiros estudados por 

GKIOURTZIDIS e col. (2001). Provoca enterite hemorrágica aguda e fatal em 

cordeiros e bezerros neonatos, a prevalência em animais muito jovens se deve ao fato 

de seu sistema digestivo apresentar um Il!enor conteúdo enzimático, o que impede a 

inativação da toxina-13 (GRINER e JOHNSON 1954). Pode ser isolado de casos 

-entéricos não fatais de bezerros e de vacas adultas saudáveis (NIILO 1980). No 
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Brasil estudos feitos por BALDASSI (1998) em bovinos revelaram 20,2% das 

amostras como desse tipo. 

Em humanos foi isolado na Alemanha por ZEISSLER e RASSFELD

STERNBERG (1949) e na Nova Guiné por MURREL e ROTH (1963) outras 

variedades desse tipo produtoras de enterotoxina que causaram enterite necrótica. 

1.2.4. C. perfringens tipo D 

O C. perfringens tipo D produz as toxinas a e E (WILSDON 1931, 1932-33). 

Provoca enterotoxemia, em caprinos, ovinos e potros (STERNE e BATTY 1975; 

WALKER 1990). Foi encontrado em 28% das fezes de carneiros estudadas na Grécia 

(GKIOURTZIDIS e col. 2001). 

Em humanos foram descritos casos de infecções não fatais (KOHN e 

W ARRACK 1955), embora em intoxicações mais graves possa atingir o sistema 

nervoso (STERNE e BATIY 1975). Parece ter uma distribuição mundial, mas 

normalmente não faz parte da microbiota normal do intestino, podendo ser isolado de 

material bovino post-mortem, porém a enterotoxemia aguda é rara nessa espécie 

(NIILO 1980), embora BALDASSI (1998) tenha observado este tipo em 22,5% das 

amostras oriundas de bovino. 

1.2.5. C. perfringens tipo E 

O C. perfringens tipo E produz as toxinas a e l (WILSDON 1931, 1932-33). Está 

envolvido em enterotoxemias de bezerros e cordeiros (BILLINGTON e col. 1998). 
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Esse microrganismo não era isolado com freqüência de animais até que um surto de 

enterite em coelhos nos EUA forneceu evidências convincentes da sua 

patogenicidade. A doença caracterizou-se por diarréia profusa e morte em um 

período de seis horas. Sugeriu-se que fatores dietéticos fossem predisponentes para a 

participação do C. perfringens tipo E nesse surto (NIILO 1980). 

1.3. Caracterização do C. perfringens. 

C. perfringens se caracterizam como bacilos curtos, imóveis, gram-positivos, retos 

medindo entre 0,9- 1,3 por 3,0- 9,0J.llll com extremidades arredondadas e cápsula 

bem definida (BEER 1988). À exceção dos demais Clostridium spp patogênicos 

raramente formam esporos nos tecidos e meios usuais de laboratório (SW ARTZ 

1990). Em ágar sangue formam colônias circulares, planas, amarelo-acinzentadas 

com aproximadamente 2 a 5 mm de diâmetro, superficie brilhante e circundadas por 

dupla zona de hemólise. Apresentam uma taxa de multiplicação acelerada (ROOD 

1998). 

Segundo SMITH e HOBBS (1974) são anaeróbios, não redutores do sulfato, 

hidrolisam a gelatina, fermentam carboidratos e tempestuosamente o leite devido a 

grande formação de gás (BEER 1988; WALKER 1990). 

O C. perfringens está disseminado no solo e na matéria orgânica em 

decomposição. É um habitante normal do trato gastrointestinal dos seres humanos e 
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dos animais e está presente na superficie da pele, utensílios e nas peças de vestuário 

contaminadas pelos esporos presentes no solo (SW ARTZ 1990; ROOD 1998). 

1.3.1. Doenças causadas pelo C. perfringens 

Enterites agudas ou enterotoxemias fatais foram relatadas envolvendo várias 

espécies animais, como ovinos (ROSE e EDGAR 1936), suínos (ESTRADA e col. 

1989), caprinos (SCANLAN e EDWARDS 1990) e bovinos (MacKAY e col. 1971; 

MANTECA e col. 2001; MANTECA e col. 2002), assim como a morte súbita dessas 

mesmas espécies tem sido atribuída ao C. perfringens (NIILO e A VERY 1963; 

STERNE e BATTY 1975; BALDASSI e col. 1995b). Nos animais domésticos o C. 

perfringens causa enterotoxemia e enterite necrótica (BLOOD e HENDERSON 

1978; ROOD 1998). Na literatura nacional existem apenas dois relatos relacionados 

a cães (BALDASSI 1986; PIMENTA e col. 1989), enquanto que na literatura 

internacional há quatro relatos de casos (PRESCOTT 1978 apud BALDASSI 1986; 

COIGNOUL e DEWAELE 1979; BERG e col. 1979; CARMAN e LEVIS 1983). 

BERG e col. (1979) também relatam em seu trabalho caso em gato. BACCIARINI e 

col. (200 I) descreveram um caso em elefante africano com diarréia e lesões na 

mucosa intestinal determinada por uma cepa de C. perfringens produtora de toxinas 

l32 e a identificadas pela técnica da PCR. 

1.4. Métodos de tipificação para C. perfringens. 

A tipificação do C. perfringens em quatro tipos foi estabelecida por testes com 

base na produção de antígenos principais por WILSDON (1931) e reafirmada por ele 

mesmo em 1932, sendo um método importante (STERNE e WARRACK 1964). 
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Estes antígenos apresentam características como letalidade e dermonecrose que 

podem ser evidenciadas quando os filtrados de cultura são inoculados, 

respectivamente, por via endovenosa em camundongos e intradérmica em cobaias 

(OAKLEYe WARRACK 1953). 

Para a tipificação o teste aceito tem sido o de soroneutralização em camundongos 

por via intraperitoneal, porém são necessários os animais e os vários anti-soros tipo

específicos (DOWEL e HA WKINS 1974). 

Outros estudos foram realizados com o objetivo de delinear testes, in vitro, para 

eliminar o uso de animais de laboratório e anti-soros tipo-específicos (ORR e REED 

1940; HENDERSON 1940; WARRACK 1963; BUOGO e col. 1995; UZAL e col. 

1996; UZAL e col. 1997; WARREN e col. 1999), pois o fato de ocorrerem variantes 

não toxigênicas ou que perderam sua capacidade de produzir toxinas (DALLING e 

ROSS 1938; BUDDLE 1954) associados aos diferentes tipos de C. perfringens 

tomam este teste inapropriado para a rotina. 

Foi ainda testada a tipificação por bacteriocinas que se constitui em um método 

simples e eficiente (MAHONY 1974; MAHONY 1979; SATIJA e NARAYAN 

1980). SCOTI e MAHONY (1982) recomendam o uso de bacteriocinas para 

amostras não sorotipáveis e para amostras de origem alimentar, obtendo 100% de 

eficiência na tipificação (STRINGER e col. 1982). Porém a desvantagem dessa 

metodologia está .ligada a quantidade de tipos, que varia de acordo com a época, 
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podendo vários estarem presentes simultaneamente, havendo portanto a necessidade 

de se estudar diversas colônias. 

Métodos in vitro, como gel difusão em coluna (OAKLEY e FULTHORPE 1953; 

ORLANS e JONES 1958) e hemaglutinação foram tentados e abandonados por não 

apresentarem resultados satisfatórios (W ARRACK 1963). 

Alguns testes como de imunodifusão (ELLNER e BOHAN 1962), gel de difusão 

simples, contraimunoeletroforese (GIUGLIANO e col. 1983; HOLLIDAY 1985), 

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) (BARTHOLOMEW e STRINGER 

1983) e teste de atividade citotóxica em célula VERO (McCLANE e McDONEL 

1979; McDONEL e McCLANE 1979), têm a vantagem de não usarem modelos 

animais e apresentarem alta sensibilidade, porém não possuem a aplicação dos 

ensaios biológicos. 

A eletroforese em gel de acrilamida foi desenvolvida independentemente por 

RA YMOND e WEINTRAU (1964); ORNSTEIN e DA VIS (1964); STEGEMANN e 

col. (1969). 

LAEMMLI (1970), descreveu originalmente a eletroforese em SDS gel para 

microrganismos e desde então essa técnica se intensificou. MILKMAN (1973) foi 

quem iniciou os estudos em bacteriologia utilizando como microrganismo de estudo 

aEscherichia co/i (SELANDER e LEVIN 1980; OCHMAN e col. 1983; WHITTAN 

e col. 1983) e esta técnica já abrange bacilos gram-negativos, outras enterobactérias, 
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não fermentadores e mesmo os anaeróbios (STROM e col. 1976; SWINDLEHURST 

e col. 1977; POXTON e BROWN 1979; BORIES e col. 1993 apud CHETOUI e col. 

1995). 

GILLESPIE e LANGLEY (1974) demonstraram através da análise eletroforética 

que em populações de organismos diplóides as esterases hidrolizam múltiplos 

substratos e geralmente são mais variáveis do que as enzimas que utilizam um único 

substrato, em contra partida GOULLET e PICARD (1984) observaram para os 

organismos haplóides condições de diferenciação específica e subespecífica baseadas 

na diversidade eletroforética apresentada pelas esterases. 

Em estudos taxonômicos, epidemiológicos e para genética de populações a análise 

eletroforética de enzimas bacterianas tem apresentado bons resultados, pois a 

distinção de bactérias de uma mesma espécie pode ser feita com base no tipo de 

esterase definida pela especificidade do substrato e motilidade (PICARD e 

GOULLET 1987; GOULLET e PICARD 1995). 

Segundo PONS e col. (1993) é uma técnica que permite ser estendida a qualquer 

bactéria, pois os reagentes utilizados podem ser os mesmos e dispensa o uso de anti

soros, bacteriocinas e antitoxinas que nem sempre estão disponíveis, tornando-se um 

método bastante eficiente. 
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1.5. Histórico em amostras de humanos e alimentos 

Em humanos o C. perfringens causa gangrena gasosa e dois tipos diferentes de 

intoxicação alimentar, associadas ao tipo A (McDONEL 1980). As gangrenas 

gasosas são casos raros na literatura e sempre vinculados a traumatismos e pós

cirurgia (SAXENA e col.l999), enquanto que endometrite posterior ao parto é uma 

complicação comumente observada (HALPIN e MOLINARI 2002), além de um caso 

relatado de carcinoma de ceco (IGOE e TRUANT 2002). 

Os C. perfringens tipo A produtores de enterotoxina são importante causa de 

intoxicação alimentar e doença gastrointestinal não associada ao consumo de 

alimentos, incluindo-se diarréias associadas a antibióticos (MEYER e THOLOZAN 

1999; SPARKS e col. 2001). 

Os casos de intoxicação alimentar apresentam, em geral, produtos cámeos como 

fonte de infecção. As formas vegetativas ingeridas com o alimento, determinam a 

produção de enterotoxina quando, no intestino delgado, passam à forma esporulada. 

Quantidades da ordem de 106 UFC/g são suficientes para determinar o quadro clínico 

da intoxicação (BORRIELLO e col. 1984; LARSON e BORRIELLO 1988). 

No período de 1970/1980 íoram registrados 567 surtos de toxinfecção alimentar na 

Inglaterra (HATHEWAY 1990) e 190 no período de 1973/1987 nos EUA (BEAN e 

GRIFFIN 1990). Em 1991, no Canadá e na Inglaterra, o C. perfringens representava, 

a segunda causa entre as Doenças de Origem Alimentar (DOA) passando para o 

terceiro posto nos EUA (LABBÉ 1991). O C. perfringens tipo A e o C. 
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haemolyticurli estão associados a surto de ''jisizheng" na China, cuja morte é 

precedida por extensas hemorragias em vísceras e trato digestivo (CHANGQING e 

XUELI 2001). 

Cepas do tipo C determinam enterite necrótica rara, porém fatal, de ocorrência 

eventual na África, Ásia e Sul do Pacífico, atingindo crianças com acentuada 

desnutrição protéica e pacientes diabéticos. A enfermidade é atribuída à toxina ~I 

(McDONEL 1980; GUI e col. 2002). 

Carcaças de aves de plantéis de poedeiras apresentaram, em estudos feitos por 

CRA VEN e col. (2001), entre 8-68% de contaminação por C. perfringens. Na Korea 

estudos realizados em carcaças de suínos revelaram uma contaminação de 106 

UFC/g (RHO e col. 2001). 

Em países do Reino Unido um levantamento sobre surtos de infecção intestinal, 

ocorridos no período de 1992-1999, relacionados à carne de frango determinaram, 

para C. perfringens, a segunda posição, com 21% dos casos. Os surtos envolveram 

7.000 pessoas com 258 hospitalizações e 17 mortes (KESSEL e ool. 2001). Na 

Finlândia no período de 1975-1999 foram registrados 238 casos relacionados a 

alimentos contaminados. Foram estudadas por PCR, quarenta e sete cepas isoladas, 

no período de 1984-1999, das fezes de pacientes com suspeita de toxinfecção 

alimentar, que determinou a presença do gene que codifica a enterotoxina do C. 

perfringens na maioria delas (LUKINMAA e ool. 2002). 
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Outro levantamento realizado nos EUA no período de 1982-1989, inclui, 712 

surtos de DOA; síndrome diarréica associada a toxina de C. perfringens, entre outras 

4 síndromes, contabilizando 624 (87,6%) dos casos (HALL e col. 2001) . 
.. 

GUTIÉRREZ e col. (1999) relatam que de 27 estabelecimentos públicos de 

alimentação na Costa Rica, foram coletadas 81 amostras de carne das quais 37 (46%) 

foram positivas para C. perfringens. Destas 37 verificou-se que 12 (32%) eram 

produtoras de enterotoxina. 

Outras patologias têm sido associadas ao C. perfringens como sinusite paranasal e 

tonsilite (ROSENBLUM e col. 2001; GERBER 2001 ). A China apresenta para casos 

de bacteriemia em pacientes com cirrose hepática o isolamento de C. perfringens em 

77% deles (CHEN e col. 2001). · 

Plantas medicinais utilizadas em infusão apresentam elevada porcentagem de 

contaminação, constituindo-se em potenciais fontes de infecção para humanos 

(MARTINS e col. 2001 ). 

No Brasil, a real freqüência de casos de toxinfecções alimentares causadas por C. 

perfringens é desconhecida, embora se possa prever, para diversas cidades, uma alta 

incidência, determinada pelo clima tropical e falta de controle sanitário na 

manipulação e estocagem de alimentos (TÓRTORA e COSTA 1985). 

SOUZA e TÓRTORA (1986), analisaram amostras de carne moída bovina e 

puderam observar que apenas 7,1% das amostras apresentaram contaminação por C. 
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per.fringens enterotoxigênico. BRANDÃO em 1980 tipificou 308 cepas isoladas de 

fezes e solo na região do Rio de Janeiro, o que a levou a crer que a presença dessa 

bactéria no solo pode contribuir para a contaminação cruzada de alimentos. 

Os resultados desses estudos revelaram uma elevada freqüência desta bactéria em 

nosso ambiente o que se leva a pressupor sua participação nos casos de toxinfecções 

alimentares. Porém a inexistência de laboratórios especializados para o diagnóstico e 

a falta de procura médica pela maioria dos pacientes acometidos, faz com que 

somente alguns casos esporádicos sejam descritos entre nós (SALZBERG e col. 

1982). 

1.6. Histórico em amostras de aves. 

O primeiro relato foi creditado a MORSE (1907) nos Estados Unidos (apud 

PECKHAN 1984) que alertava para os graves danos observados em codornas e galos 

silvestres, na Inglaterra. Outros relatos foram sendo registrados em outros países, 

acometendo codornas, pombos, galinhas, uru, tordo americano, perus e avestruzes 

(DURANTe DOLL 1941; PECKHAM 1959; WINTERFIELD e BERKHOFF 1977; 

GLOVER 1951; GARDNER 1967; NOBRE e col. 1973; CHALMERS 1990; 

DROUAL e col. 1995; URBANO e col. 2001). 

BERKHOFF e col. (1973 a, b) em seus estudos sobre as enterites das aves, 

publicaram trabalhos nos quais discutem, com detalhes, a etiopatogenia desses 

processos entéricos e caracterizam a presença constante de um agente do gênero 

Clostridium nos casos de enterite ulcerativa, para o qual propuseram a denominação 
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de Clostridium colinum. Posteriormente BERKHOFF e CAMPBELL (1973) 

reproduziram experimentalmente a doença. Anos após, BERKHOFF (1975) estudou 

as características antigênicas desses agentes e os aspectos diferenciais entre a enterite 

necrótica e a ulcerativa, reforçando, dessa forma, a distinção entre as duas espécies, 

C. perfringens e C. colinum. Entretanto, a distinção laboratorial dessas duas espécies 

bacterianas é sutil e depende da realização de provas específicas como o uso de 

indicadores biológicos especiais para a caracterização deste último (DA VIS e col. 

1971). 

GOUGH e PETTIT (1975) consideraram que, na enterite ulcerativa, a simples 

presença do C. co/inum é suficiente para o desencadeamento da doença, enquanto 

que, nos casos de enterite necrótica, há em geral, a necessidade da contribuição de 

outras causas como, por exemplo~ a presença de parasitas intestinais. 

Na enterite ulcerativa, tanto quanto na necrótica os casos mais graves podem estar 

freqüentemente associados com outras doenças como as parasitoses e ou coccidiose 

intestinal (KWATRA e CHAUDHURY 1976; DROUAL e col. 1995). 

AL-SHEIKHLY e AL-SAIEG (1980) observaram a associação da enterite 

necrótica com a presença de Eimeria acervulina e Eimeria necatrix. BROUSSARD e 

col. (1986) trabalhando com poedeiras· alojadas em gaiolas, destacaram o encontro de 

coccidiose associada à enterite necrótica pela observação da ampla distensão das 

alças intestinais motivada pela presença do gás resultante da doença. Ressaltam ainda 

a importância da associação entre antibióticos e coccidiostáticos no tratamento. 
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GAZDZINSKI e JULIAN (1992) observaram vários oocistos de Eimeria sp, em 

perus que apresentavam quadro de enterite necrótica. BALDASSI e col. (1995a) 

também fizeram a mesma observação em surto de enterite ocorrido em frangos de 

corte de uma importante região avícola do Estado de São Paulo. BILDFELL e col. 

(200 1) encontraram em 4 dos oito pássaros com enterite necrótica submetidos à 

necropsia, a presença de parasitas acantocéfalos. 

HELMBOLDT e BRYANT (1971), estudaram a patologia da enterite necrótica 

aviária e LONG (1973) realizou detalhada revisão da literatura sobre a doença em 

frangos de corte determinando a prevalência da mesma na região de Ontário. Em 

complementação aos seus estudos, LONGe col. (1974) publicaram, um ano após, 

trabalho no qual discutiram a patologia e a patogenia da enterite necrótica nesse tipo 

de ave. 

Ainda devem ser lembrados os trabalhos expt{rimentais com enterites aviárias 

devidas aos anaeróbios. PARISH (196i a, b, c) provocou enterite necrótica em aves e 

COWEN e col. (1987); FUKATA e col. (1988); CRUZ e col. (1998) e HEIER e col. 

(2001) reproduziram enterite necrótica em frangos de corte e URBANO e col. (2001) 

em avestruzes para estudar seu controle através da antibioticoterapia. AL

SHEIKHL Y (1977) fez estudos sobre a patogenia da enterite necrótica em galinhas, 

considerando-a como uma enterotoxemia grave e, a seguir, AL-SHEIKHL Y e 

TRUSCOTT (1977 a, b) realizaram estudos das toxinas do C. per.fringens 

introduzindo-as diretamente no duodeno de galinhas para observação das lesões; 

COWEN e col. (1987) igualmente obteve êxito no desenvolvimento da enterite 
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necrótica em galinhas. ITURRINO e col. (2001) reproduziram a enterite necrótica 

em frangos de corte para testar a eficácia de promotores de crescimento. 

1. 7. Histórico em amostras de bovinos. 

Para animais NULO (1980) comenta sobre a ocorrência e importância da doença 

nas várias espécies suscetíveis mas enfatiza que faltam conhecimentos sobre a 

distribuição dos tipos e sua patogênese, diagnóstico e incidência. Ainda ressalta que 

mortes nos rebanhos constituem significante proporção das perdas econômicas e 

muitos casos permanecem não diagnosticados porque há dificuldades relacionadas ao 

diagnóstico, bem como áreas onde o conhecimento é limitado. Aponta ainda como 

problemas o isolamento, detecção ou identificação das cepas das várias espécies, 

com freqüência presentes no mesmo órgão ou carcaça; sucesso na determinação da 

patogenicidade e toxigenicidade em condições de laboratório e correta interpretação 

dos resultados, reconhecimento clínico da infecção baseada em sinais e achados de 

necropsia, histórico anterior e localização geográfica. 

No Brasil, BALDASSI e col. (1988) trabalhando com amostras oriundas de 

bovinos com sintomatologia nervosa detectaram em 75 amostras 20% de 

positividade para a presença deste agente em cérebro e 9% em figado. 

MULLER e col. (1998), relataram um caso de clostridiose em bovinos em 

Aquidaban (Paraguai), causado pelo C. per.fringens tipo D, que foi descrita como 

"Sindrome Paraplégica Bovina"(Mal de Aquidaban), pois os animais apresentavam 

paralisia nos quartos traseiros iniciando-se com tremores musculares 2 ou 3 dias após 
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terem sido vacinados contra esse agente. Estudos realizados por UZAL e col. (2002), 

puderam demonstrar, em bovinos, os efeitos da toxina e do C. per.fringens tipo D, 

caracterizando as manifestações neurológicas, lesões intestinais, pulmonares, 

dispnéia, hiperestesia, opstótono e convulsões. Tais resultados os levaram a acreditar 

que os bovinos são extremamente suscetíveis a toxina e produzida pelo tipo D. 

Em um estudo de caso-controle realizado para observação da associação do C. 

perfringens tipo A na formação de úlcera abomasal fatal em bezerros, foi observada 

a presença desse agente em 78,6% nos casos, enquanto que 75% no controle, o que 

evidencia que não há associação do C. perfringens com a formação da úlcera 

(JELINSKI e col. 1995). 

LULOV e ANGELOV (1986) relataram 32 casos de enterotoxemia em bovinos 

recém-nascidos causada por C. per.fringens tipos A, C e D, nos quais os casos 

envolvendo o tipo A apresentaram uma leve hemorragia e hemosiderose- na 

superficie do fígado, rim e baço. O tipo C foi responsável pela enterite necrótica com 

diarréia sanguinolenta e degeneração de células e do cérebro, enquanto que o tipo D, 

causou severa distrofia nos rins. 

STURION e col. (2001) relataram casos de mastite gangrenosa causada por C. 

per.fringens. 

DENNISON e col. (2002) observaram o comportamento desse agente em 22 casos 

de rebanhos de leite, descrevendo os sinais clínicos: profunda depressão, decréscimo 
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na produção de leite, distenção abdominal e fezes sanguinolentas. Dentre 20 

amostras de fezes analisadas, C. perfringens foi isolado em 17 delas. 
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2. JUSTIFICATIVA 

O C. per.fringens está presente naturalmente no trato gastrointestinal do homem e 

animais e no solo e está associado a diversas doenças que envolvem tanto o homem 

quanto os animais. 

Para os humanos os casos de intoxicações alimentares~ têm como principal fonte 

de infecção os produtos cárneos~ sejam eles de origem bovina, suína ou aviária. 

Porém para os animais a fonte de infecção pode ser a ração servida como alimento e 

o solo, ónde se pode encontrar principalmente o C. per.fringens tipo A. 

Em relação a Saúde Pública, vale ressaltar que em outros países existe um maior 

número de publicações que relatam surtos ocorridos de intoxicações alimentares em 

humanos envolvendo este agente, enquanto que no Brasil a falta de pesquisa, a 

dificuldade de acesso aos serviços de saúde e a não notificação por parte dos 

médicos, faz com que somente casos esporádicos sejam relatados. 

Nos animais o diagnóstico é feito com base nos sintomas clínicos, achados de 

necropsia e confirmação laboratorial, porém somente do gênero e espécie, sem 

contudo caracterizar o tipo, o que seria um dado importante para estudos 

epidemiológicos tanto na área animal quanto na área de Saúde Pública. 

Considerando-se esses aspectos, relativos a importância dessa doença tanto na 

saúde animal como na Saúde Pública, foi proposto este trabalho. 



26 

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

3.1.1. Isolamento, identificação bioquímica e tipificação biomolecular de 

cepas de C. perfringens de origem aviária e bovina. 

3.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 

3.2.1. Isolamento e identificação bioquímica de cepas de C. perfringens de 

origem aviária e bovina. 

3.2.2. Tipificação das cepas de C. perfringens por eletroforese comda para 

estemse, em relação à padrões ATCC tipos A, B, C e D. 

3.2.3. Comparação dos perfis eletroforéticos, corados para esterase, 

apresentados para as cepas caracterizadas como C. perfringens, selecionadas pam o 

estudo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

Materiais referentes a bovinos e aves, remetidos à Seção de Bacteriologia Geral 

do Instituto Biológico- SP, com suspeita clínica de clostridiose foram processados 

para a tentativa de isolamento do gênero Clostridium. Dentre os isolados e 

identificados como C. perfringens foram selecionadas, ao acaso, 11 cepas de origem 

bovina: figado (2); intestino (2); fezes (2); rim (2); canela (1 ); músculo (1 ); gânglio 

(1) e 11 de origem aviária, assim constituídas: figado (5); intestino (3); coração (2); 

músculo (1 ). Os materiais de bovinos foram provenientes dos Estados de São Paulo 

(4), Santa Catarina (2), Paraná (1), Minas Gerais (1), Mato Grosso do Sul (2), 

Rondônia (1 ); enquanto que os de aves foram todos provenientes do Estado de São 

Paulo (Quadro 3). 
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Quadro 3. Relação das amostras isoladas segundo espécie e material clínico São 

Paulo/2002. 

Amostra Espécie Material clínico 
, .. .__. ............... ~.·- ,..~" f' 

1 Bovina 
.. " ~~~ 

Rim 
~ .. ,~· 

2 Bovina Rim 
3 Bovina Fígado 
4 Bovina Fezes 
5 Bovina Fezes 
6 Bovina Fígado 
7 Bovina Intestino 
8 Bovina Intestino 
9 Bovina Canela 
10 Bovina Músculo 
11 Bovina Ganglio 
12 Ave Músculo 
13 Ave Coração 
14 Ave Fígado 
15 Ave Intestino 
16 Ave Fígado 
17 Ave Fígado 
18 Ave Fígado 
19 Ave Intestino 
20 Ave Fígado 
21 Ave Intestino 
22 Ave Coração 

'""'"-~~ ... 
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4.1. Isolamento e caracterização bioquímica das cepas. 

Um pequeno fragmento das amostras sólidas (figado, rim, intestino e músculo) 

e/ou uma alíquota de 1 mL de fezes foram semeados em Meio de Carne Cozida 

(MCC), previamente aquecido em banho-maria por 1 O minutos a 1 00°C, resfriado 

rapidamente (regeneração) e incubado sob atmosfera de anaerobiose, em jarra de 

Mclntosh & Fields, a 3 7°C por 24/48 horas. Deste cultivo um volume de 

aproximadamente 1 J..l.L, correspondente a uma alça de níquel-cromo, era submetido à 

coloração de Gram para verificação da morfologia e tinção referentes ao gênero 

C/ostridium. Um 1 J..lL do cultivo das amostras sugestivas da presença do gênero, foi 

semeado em ágar sangue de carneiro a 5% e incubado sob atmosfera de anaerobiose, 

em jarra de Mclntosh & Fields, a 37°C por 24/48 horas. 

Após a incubação as colônias foram observadas com relação às suas 

características: aspecto, coloração, presença e tipo de hemólise. A morfologia 

bacteriana foi novamente verificada por esfregaços das colônias corados pelo método 

de Gram. 

As culturas que apresentaram características semelhantes ao C. perfringens foram 

então submetidas a provas bioquímicas complementares. Aproximadamente 5 ou 6 

colônias correspondentes a cada amostra foram semeadas em meio de PY ( peptona e 

extrato de levedura) contendo, cada um deles: glicose, lactose, maltose e sacarose 

para fermentação de carboidratos e incubados por 24 horas sob atmosfera de 

anaerobiose como já descrito para identificação da espécie, além da presença de 

catalase, lecitinase e gelatinase. A interpretação destas provas foi feita segundo 
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HOLDEMAN e MOORE (1972). 

As cepas, identificadas bioquimicamente como C. per.fringens, foram repicadas 

para Meio de Carne Cozida (MCC) e após 18/24 horas de incubação a 37°C, o 

cultivo foi estocado a temperatura ambiente para a realização das demais provas. 

4.2. Cultivo das cepas, padrão e de teste, para realização da eletroforese. 

Foram empregadas como controle positivo quatro cepas de C. per.fringens da 

American Type Culture Collection (ATCC) a saber: ATCC 3624 (tipo A), ATCC 

3626 (tipo B), ATCC 3628 (tipo C) e ATCC 3629 (tipo D). 

Uma alíquota de cada cepa (padrões e amostras) oriunda do meio MCC foi 

transferida para placa contendo ágar sangue de carneiro a 5% e incubada em jarra de 

anaerobiose a 37°C por 24 horas. Após o crescimento, 5 a 6 das colônias foram 

transferidas para tubo contendo 1 O mL de caldo triptose e extrato de levedura 

(CTE), incubado nas mesmas condições descritas para placa. Os 1 O mL deste 

mesmo cultivo foram transferidos para frasco com 90 mL do mesmo meio e 

incubado como já descrito. 

Todas as etapas foram acompanhadas pela observação de esfregaços dos meios em 

lâminas, corados pelo método de Oram para constatação, à microscopia, da pureza 

dos cultivos. 

O cultivo final foi então submetido à centrifugação por 15 minutos a 4°C em 
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7.500xg, para retirada do meio de cultivo. O sedimento obtido (massa celular) foi 

lavado com 1 O mL de tampão tris-glicina 60 mM, pH 8,2, e submetido a 1 O.OOOxg 

por 10 minutos (PONS e col. 1993). A massa obtida foi suspensa em 1,0 mL do 

mesmo tampão, triturada com bastão de porcelana em presença de nitrogênio líquido 

e posteriormente centrifugada a lO.OOOxg a 4°C, por 30 minutos para remoção dos 

debris celulares (BACH 1991). O sedimento de todas as amostras foi aliquotado e 

mantido a 20°C negativos até o momento da realização de dosagem de proteína e 

eletroforese corada para esterase. 

4.3. Estimativa da concentração de proteínas 

A concentração estimada de proteínas nos extratos bacterianos foi determinada 

pelo micro método do Ácido Bicinconínico (BCA) (SMITH e col. 1985; 

REDINBAUGH e TULEY 1986) utilizando-se albumina bovina tipo V como padrão 

(200J.1g-lmg). Para as amostras padrão e teste foram feitas diluições na base 2, em 

duplicata, colocando-se 1 ÜJ.ll de cada diluição e 200J.1l da solução de BCA e Sulfato 

Cúprico (reagente), em placas para micro teste incubadas a 37°C por 30 minutos. As 

leituras foram obtidas em equipamento leitor de ELISA (Microplate Reader Modelo 

3550-UV marca BIO-RAD) acoplado a computador com filtro de 540nm e programa 

específico (Program Microplate Manager). 

4.4. Caracterização e análise dos perfiS eletroforéticos de esterase nos 

extratos bacterianos 

O gel de poliacrilamida foi preparado na concentração de 7% 

(Acrilamida/Bisacrilamida) em tampão tris-glicina O,IM, pH 8,2 (BACH 1991) e 
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colocado em placas molde. Todas as amostras (padrão e teste) foram colocadas nos 

poços na concentração em equivalentes de 600 Jlg de SAB/mL correspondente ao 

volume de 18 Jll. A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal e em 

presença do tampão tris-glicina 0,1M, pH 8,2 tendo como corante marcador de 

corrida o azul de bromofenol (0,25%). Em todos os géis a corrida foi realizada até 

8cm à partir do poço com 10mA na fonte de eletroforese (BACH 1991), em sala 

refrigerada (aproximadamente 15°C). 

Após a corrida o gel foi corado para enzima esterase como descrito em BACH 

(1991) usando o substrato a-napthyl acetato, por um período de até 30 minutos. 

Logo após o gel foi lavado com água corrente e seco no secador de gel modelo 583 

BIO-RAD entre folhas de celofane. O gel seco foi submetido à identificação e 

análise das bandas em densitômetro Bio Rad modelo GS-700 e programa Molecular 

Analyst. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Caracterização bioquímica das cepas. 

Das 22 amostras, 11 cepas foram isoladas de bovinos e outras 11 cepas isoladas 

de aves entretanto, somente em 2 casos clínicos de aves foram isoladas 2 cepas de 

cada, sendo uma do figado e outra do intestino. 

No Quadro 4, pode-se observar, em relação às características bioquímicas, que 

todas as 22 amostras fermentaram a glicose, 13 a lactose, 11 a maltose e 13 a 

sacarose; entretanto, todas produziram hemólise e lecitinase além de hidrolisarem a 

gelatina e fermentarem também tempestuosamente o leite. 

5.2. Tipificação eletroforética ( esterase) 

As análises eletroforéticas foram realizadas por densitômetro considerando-se a 

mobilidade eletroforética (Rm) e a atividade da esterase. A atividade da esterase 

corresponde a absorbância e respectiva área de cada banda O Quadro 5 mostra a 

variação da Rm das cepas padrão, sendo que os padrões A, B e D apresentaram 

somente uma banda na corrida eletroforética medindo entre 2,8-3,9 em para o A, 

1,87-2,9 em para o B e 2,5-3,65 em para o D, enquanto que o padrão C apresentou 

duas bandas, uma entre 3,94-4,96 e a outra 4,98-5,50 em medidos a partir do poço de 

aplicação. Os Rm encontrados foram categorizados por faixas e assim discriminados: 

F1 (1,87-2,9 em); F2 (2,5-3,65 em); F3 (2,8-3,9 em); F5 (3,94-4,96 em) e F5 (4,98-

5,50 em). 

Na Figura 1, Quadro 5 e Gráfico 1, observou-se que ocorreu variação na 
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quantidade de enzima produzida pelos padrões (A, B, C e D), determinada através do 

cálculo da absorbância x área que foi igual à atividade da esterase. 

Quadro 4. Caracterização bioquímica* das cepas isoladas de C. perfringens. 

N.das 
cepas 

Gli 
1 + 
2 + 
3 + 
4 + 
5 + 
6 + 
7 + 
8 + 
9 + 
10 + 
11 + 
12 + 
13 + 
14 + 
15 + 
16 + 
17 + 
18 + 
19 + 
20 + 
21 + 
22 + 

Gh= Glicose 
Lac= Lactose 
Mal= Maltose 
Sac=_8acarose 
Lec= Lecitinase 
Hemol= Hemólise 
+positivo 
-negativo 

Fennentaçio Produção Hidrólise Fermentação 
de de da Tempestuosa 

Carboidratos Gelatina do 
Lac Mal Sac Lec Remoi Leite 

+ - + + + + + 
- + + + + + + 
- + + + + + + 
+ + - + + + + 
+ - + + + + + 
+ + - + + + + 
- - + + + + + 
- + + + + + + 
+ + - + + + + 
- - + + + + + 
- + + + + + + 
- - + + + + + 
- + - + + + + 
+ - + + + + + 
+ - - + + + + 
+ - + + + + + 
+ + - + + + + 
+ + - + + + + 
+ - - + + + + 
- - + + + + + 
+ + - + + + + 
+ - + + + + + 

• mterpretação de acordo com HOOLDEMAN e MOORE (1972) 
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Quadro S. Análise eletroforética das amostras padrão ATCC tipo (A, B, C e D) de 

C. perfringens, dada em função da mobilidade eletroforética (Rm) e 

Atividade esterase. 

CEPAS 
Rm 

PADRÃO (F1) (F2) (FJ) (F4) 
1,87-2,9 2,5-3,65 2,8-3,9 30.t.....tQI; 

A 18* 
3,35** 

B 25,2* 
2,38** 

c 15* 
4,45** 

D 30,8* 
3,075** .. 

• AtiVIdade esterase= Absorbância X área da banda da tsOeDZUDa 

•• Picos de cada padrão referentes a mobilidade eletroforética 
Fl, F2, F3, F4 e F5= Mobilidade eletroforética (Rm) 

B C 

(FS) 
4,98-S,SO 

13* 
5,24** 

Figura 1: Eletroforese dos padrões (A, B, C e D) do C. perfringens corada para 

esterase. 
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Gráfico 1. Densitometria das cepas padrão ATCC tipo (A, B, C e D) de Clostridium perfringens considerando-se a mobilidade 

eletroforética (em) e atividade esterase. Fl (1,87-2,9 em); F2 (2,5-3,65 em); F3 (2,8-3,9 em); F4 (3,94-4,96 em); F5 

(4,98-5,50 em). 

... .. 
0'1 
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A análise densitométrica das amostras (Quadro 6) feita com o auxílio do 

computador confirmou a classificação prévia das cepas, nos diferentes tipos, pela 

observação das bandas. As Figuras 2, 3, 4 e 5 mostram a comparação de apenas 

algumas cepas selecionadas com seus respectivos tipos: A (1, 10, 16 e 5); B (11 e 

7); C ( 3, 12 e 14) e D (8 e 9). Nos Gráficos 2, 3, 4 e 5 podem ser observados os 

picos de atividade enzimática para esterase produzida pelas amostras analisadas, 

respectivamente segundo o tipo de C. perfringens. 

A Figura 6 e o Gráfico 6 revelam que dentre as 22 amostras analisadas, 1 

amostra (6) apresentou 2 bandas distintas, onde uma poderia ser reconhecida 

como sendo tipo De a outra como tipo C, podendo o dois tipos (C e D) estarem 

presentes na amostra por isso foi classificada como indeterminada. 
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Quadro 6. Análise eletroforética das cepas analisadas, dada em função da 

mobilidade eletroforética (Rm) x Atividade esterase. 

AMOSTRAS 
Rm 

CLÍNICAS 1 ,87-2,9 2,5-3,65 2,8-3,9 3,94-4,96 
(F1) (F2) (F3) 

1 29,2* 
2 15* 
3 
4 9,2* 
5 9,2* 

6** 6,4* 
7 8,8* 
8 19,9* 
9 49,1 * 
10 10,5* 
11 11,9* 
12 
13 
14 
15 
16 31,7* 
17 
18 
19 
20 
21 

22 
.. 

*Atividade esterase= Absorbância x área da banda da Isoenztma 
**Amostra indeterminada 

(F4) 

3,7* 

31,6* 

5,3* 
8* 

7,8* 
32,1 * 

3,2* 
19,9* 
19,3* 
9,8* 
8,9* 
16,7* 

4,98-5,50 
(F5) 

1,6* 

2,6* 
3,2* 
3,4* 
16* 

1,2* 
9,9* 
9,5* 
4,5* 
4,7* 
8,2* 
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A 1 10 16 5 

Figura 2: Eletroforese, do padrão (ATCC 3624) tipo A e amostras 1,10,16 e 5 de 

C. perfringens, corada para esterase. 

B 11 7 

Figura 3: Eletroforese, do padrão (ATCC 3626) tipo B e amostras 11 e 7 de C. 

perfringens, corada para esterase. 

c 3 12 14 

Figura 4: Eletroforese, do padrão (ATCC 3628) tipo C e amostras 3, 12 e 14 de 

C. perfringens, corada para esterase. 
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D 8 9 

Figura 5: Eletroforese, do padrão (ATCC 3629) tipo D e amostras 8 e 9 de C. 

perfringens, corada para esterase. 

A B c D 6 

Figura 6: Eletroforese, dos padrões tipo A (ATCC 3624), B (ATCC 3626), C 

(ATCC 3628) e D (ATCC 3629) e amostra indeterminada (6) de C. 

perfringens, corada para esterase. 
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o 10 20 30 40 50 

Atividade este~e 

Gráfico 2: Densitometria das cepas considerando mobilidade eletroforética (em) 

e atividade esterase, das amostras (1 , 2, 4, 5, 10, 16) do C. perfringens 

do tipo A. F3 (2,8-3,9cm). 

o 10 20 30 40 50 

Atividade esterase 

Gráfico 3: Densitometria das cepas considerando mobilidade eletroforética (em) 

e atividade esterase, das amostras (7, 11) do C. perfringens tipo B. FI 

(1,87-2,9 em). 



o 10 20 30 40 

Atividade esterase 

50 

022 

• 21 
20 

19 

15 

14 

13 

12 

3 

42 

Gráfico 4: Densitometria das cepas considerando mobilidade eletroforética (em) 

e atividade esterase, das amostras (3, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21 , 

22) do C per.fringens tipo C. F5 ( 4,98-5,50 em); F4 (3,94-4,96 em). 

~ 
'C 

1:11 

] 1:11 

:c -~ ~ 
Q -~ 
E r. F 2 .s 
1:11 Q 

'C r. 
~ 

1:11 ~ >"i ·; 
r.. 

o 10 20 30 40 50 

Atividade esterase 

Gráfico 5: Densitometria das cepas considerando mobilidade eletroforética (em) 

e atividade esterase, das amostras (8, 9) do C per.fringrens tipo D. F2 

(2,5- 3,65 em). 
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Padrões de Clostridium perfringens .. 
~ F51 "' ~ :s ~ F4 - CJ .... ·-.c~ -Q J.o 
erS F3 •n 
~ Q • c "' J.o ..... 
rll ~ 

~-.::s ~ 
F2 .B 

~ 
I:JA ~ Fl -

o 10 20 30 40 50 

Atividade esterase 

o 10 20 30 40 50 

Atividade esterase 

Gráfico 6: Densitometria da cepa (6) indeterminada e padrões A, B, C e D de C. 

perfringens considerando mobilidade eletroforética (em) e atividade 

esterase. FI ( 1,87-2,9 em); F2 (2,5-3,65 em); F3 (2,8-3,9 em); F4 

(3,94-4,96); F5 ( 4,98-5,50). 
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O Gráfico 7, demonstra que do total de (22) cepas (aves e bovinos), 50% (11) 

pertenciam ao tipo C; 27% (6) ao tipo A; 9% (2) ao tipo B, 9% (2) ao tipo D 

enquanto 5% (1) permaneceu indeterminada. 

Gráfico 7: Porcentagem total dos tipos A, B, C e D e indeterminado de C. 

perfringens dentro das 22 cepas de origem bovina e aviária. 

Dentre as 22 cepas das quais 11 foram provenientes de bovinos e 11 de aves, 

foi possível determinar que os tipos A e C foram observados em aves e bovinos 

enquanto que os tipos B e D somente em bovinos (Gráfico 8). 

a. 
o 
Q. 
~ 

= ~ a. ~ .... . .. 
~ y 
o -~ e c. 

~ = ~ ~ 
"C 
~ = 

50 

40 

30 

20 

10 

o 
A B c 

Tipos de C. perfringens 

D 

a viária 

[]bovina 

Gráfico 8: Porcentagem de cepas de origem bovina e aviária em relação aos tipos 

A, B, C e D do C. perfringens. 
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Para o total de 11 amostras de origem aviária foram obtidas 1 O cepas do tipo C 

correspondendo a 90,9%, as quais foram isoladas a partir de fígado (36,36% ), 

coração (18,18%), intestino (27,27%) e músculo (9,09%). Apenas uma cepa 

isolada a partir do fígado (16,6%) foi tipificada como tipo A (Gráfico 9). 

50 

8. 40 ·-..... = = 30 = c. 
'~U 
.! 20 
~ 
I. 

5 10 
~ 

o 
figado coração intestino músculo 

Amostras analisadas 

Gráfico 9: Porcentagem dos tipos A e C de C. per.fringens em relação ao material 

de origem aviária. Material clínico músculo, intestino, coração e 

fígado. 

Para os bovinos do total de 11 cepas, 5 foram pertencentes ao tipo A, isoladas 

de 2 (18,18%) amostras de fezes, 1 (9,09%) de músculo e 2 (18,18%) de rim. Para 

o tipo B das 2 (100%) amostras isoladas 1 foi proveniente de gânglio e 1 de 

intestino, enquanto que, para o tipo D das 2 cepas isoladas, 1 foi proveniente de 

intestino e 1 de canela. Somente 1 cepa foi isolada a partir de fígado e 

caracterizada como tipo C (Gráfico 10). 
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Gráfico 10: Porcentagem dos tipos A, B, C e D de C. perfringens em relação a 

amostra de fezes (fz), músculo (músc), rim, intestino (intes), canela 

(can), gânglios (gang) e fígado (fig) de origem bovina. 
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6. DISCUSSÃO 

O Clostridium perfringens identificado romo anaerobio, gram-positivo, formador 

de esporos, tem sido encontrado no trato gastrointestinal de humanos, animais 

(ROOD 1998; CHEUNG e ROOD 2000) e no solo (SWARTZ 1990). Esta bactéria 

causa gangrena gasosa, toxinfeccção alimentar e enterite necrótica em humanos e 

animais (ROOD 1998; CHEUNG e ROOD 2000). 

A habilidade deste orgamsmo de produzir toxinas (alfa, beta, épsilon e iota) 

(STERNE e W ARRACH 1964) possibilitou sua classificação em 5 tipos (A, B, C, D, 

E) além de determinar sua patogenicidade (McDONEL 1986; ROOD e COLE 

1991). 

A caracterização estabelecida do C. perfringens tem sido baseada na técnica de 

soroneutralização em camundongos, entretanto para esta metodologia se faz 

necessário a aquisição de antissoros tipo-específicos além de animais de laboratório 

(DOWEL e HA WKINS 1974; GIDGLIANO e col. 1983). 

Existem várias outras metodologias para a caracterização como tipificação por 

bacteriocinas (MAHONY 1974), características de letalidade e dermonecrose 

(OAKLEY e W ARRACK 1953), teste de ELISA (Enzyme linked immunosorbent 

assay) (BALDASSI2002) entre outros, entretanto todos inconvenientes, pois para a 

realização destes, são necessários animais de laboratório, antissoros tipo-específicos 

e equipamentos adequados. 
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A eletroforese tem sido outra metodologia empregada na caracterização de 

microrganismos como observado primeiramente por MILKMAN (1973) trabalhando 

com Escherichia coli e posteriormente por vários outros pesquisadores como 

STROM e col. (1976); SWINDLEHURST e col. (1977) e POXTON e BROWN 

(1979) todos utilizando eletroforese protéica. 

Segundo GOULLET e PICARD (1990) e CASTRO e BACH (1993), a análise 

eletroforética envolvendo enzimas, tem sido empregada para estudos taxonômicos, 

epidemiológicos e de genética de populações. A enzima esterase pode também 

diferenciar bactérias de uma mesma espécie, segundo a mobilidade eletroforética e 

tipo de isoesterase como observado por GOULLET e PICARD (1990); PONS e col. 

(1993); BALDASSI (1998). 

As cepas isoladas foram submetidas a caracterização bioquímica, demonstrando 

que todas as 22 fermentaram a glicose, l3 a lactose, ll a maltose e 13 a sacarose. 

Segundo HOLDEMAN e MOORE (1972) estas fermentações não são suficientes 

para a identificação da espécie havendo a necessidade de complementar com a 

hidrólise da gelatina e produção da hemólise e lecitinase e fermentação do leite. 

Realizados estes testes, foi provado ser C. per.fringens, entretanto sem caracterizar o 

tipo. 

Para a caracterização do tipo, baseou-se em BALDASSI (1998) onde 

primeiramente foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida corada para 

esterase, para amostras padrão ATCC. Cada padrão apresentou bandas específicas 
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para cada tipo sendo também observada a atividade esterásica para cada uma. Assim, 

o tipo A apresentou Rm de 2,8-3,9 em com pico característico em 3,35 em; o tipo B 

o Rm foi de 1,87-2,9 em com pico em 2,38 em; o tipo C com duas bandas com Rm 

de 3,94-4,96 em e 4,98-5,50 em e picos de A,45 e 5,24cm enquanto, o tipo D 

demonstrou Rm de 2,5-3,65 em e pico de 3,075cm. Estas mobilidades eletroforéticas 

e os referidos picos vêm demonstrar que cada tipo apresenta uma região específica na 

corrida isto é, isoenzimas diferentes capazes de tipificar os padrões de C. 

perfringens. Esta técnica tem a vantagem de não necessitar do uso de modelos 

animais e antisoros tipo-específicos, o que a toma adequada para a rotina 

laboratorial. 

Baseando-se no resultado obtido com cepas padrão, foram analisadas as cepas 

isoladas de casos clínicos oriundas de aves e bovinos. Das 22 cepas isoladas, 6 

foram determinadas como tipo A (27% do total) , 2 tipo B (9% do total), 11 tipo C 

(50% do total), outras 2 tipo D (9% do total) e uma indeterminada (5% do total) 

por apresentar duas bandas sendo uma correspondente ao tipo C e outra com o tipo 

D. 

Dentre as 22 amostras, 11 foram de bovinos e ll de aves, nas quais foi possível 

determinar, por eletroforese que aves apresentaram o tipo A (4,54%) e C (45,46%) 

enquanto para bovinos foram observados os quatro tipos (A, B, C e D). 

Segundo STERNE e BATTY (1975) e NULO (1980), o C. perfringens tipo A pode 

estar associado a enterotoxemia em bezerros e enterite em aves (W ALKER 1990; 
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PETIT e col. 1999). 

Neste estudo, das 11 (50%) cepas de origem bovina estudadas, 5 (22,72%) foram 

tipificadas como C. perfringens tipo A, dados semelhantes aos obtidos por 

BALDASSI (1998) que verificeu 48,3% das suas amostras de bovino serem desse 

mesmo tipo. LULOV e ANGELOV (1986) (67,7%), JELINSKI e col. (1995) (78,6%) 

e MANTECA e col. (200 1) (70% ), mesmo não utilizando a técnica de eletroforese 

também encontram altas porcentagens do tipo A em bovinos. Em relação as 11 (50%) 

cepas de origem aviária estudadas somente 1 (4,54%) se enquadra nesse tipo, 

resultado este semelhante aos de BALDASSI e col. (1997) que ao tipificar por 

eletroforese corada para esterase cepas isoladas de surtos em granjas avícolas não 

encontrou nenhuma cepa pertencente a esse tipo. 

O tipo B do C. perfringens relaciona-se na sua maioria com enterites necróticas em 

potros, suínos, caprinos e ovinos (GAIGER e DALLING 1923; MASSON e col. 

1931; BROOKS e ENTESSAR l957; GKIOURTZIDIS e col. 2001). Nesse estudo 

das 11 (50%) cepas obtidas de bovinos, 2 (9,09%) eram de C. perfringens tipo B, 

sendo este resultado diferente dos encontrados pelos autores citados e por BALDASSI 

(1998) em que a menor porcentagem encontrada foi desse tipo (3,4%). Dentre as 11 

(50%) cepas estudadas de origem aviária não foi verificada a presença desse tipo, 

estando de acordo com STERNE e BATTY (1975) e WALKER (1990). 

BUOGO e col. (1995) descrevem que o C. perfringens tipo C é responsável por 

enterite necrótica em bovinos, suínos e ovinos, entretanto os resultados obtidos nesse 

estudo com bovinos para este tipo, foram diferentes dos deste autor e de BALDASSI 
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(1998) que encontrou 20, 2% das amostras para este tipo, pois dos resultados obtidos 

nessa pesquisa, das 11 (50%) cepas somente 1 (4,55%) pertencia ao C. perfringens 

tipo C. Já para as cepas de origem aviária estudadas a maior porcentagem foi 

classificada neste tipo, sendo 45,46% (10 das cepas), resultado este semelhante aos 

de BALDASSI (1997). 

BALDASSI (1998) encontrou 22,5% de C. perfringens tipo D, dados semelhantes 

aos de LULOV e ANGELOV (1986). NIILO (1980) relata que este tipo pode ser 

facilmente isolado da espécie bovina logo após a morte, o que não, necessariamente 

estaria relacionado com a causa da morte, sendo que este fato poderia explicar as 2 

(9,09%) cepas de origem bovina classificadas neste trabalho como tipo D, e a não 

verificação da presença deste tipo dentre as cepas de origem aviária (W ALKER 

1990). 

O C. perfringens tipo A está associado a toxinfecção alimentar (PETIT e coL 1999) 

e o tipo C com enterite necrótica em humanos (STERNE e BATTY 1975; BUOGO e 

col. 1995), portanto vale ressaltar que, das 11 (50%) cepas de origem aviária obtidas 

neste estudo, 1 (4,54%) foi caracterizada como tipo A e encontrada no figado, 

enquanto 10 (45,46%) como tipo C e provenientes de: figado (2); coração (2); 

intestino (3) e músculo (1). Dentre as 11 (50%) -cepas de origem bovina, 5 (22,72%) 

foram caracterizadas como tipo A, (2) provenientes de fezes, (1) de músculo e (2) de 

rim, enquanto que para o tipo C foi caracterizada apenas 1 cepa e encontrada no 

figado. Esses resultados geram um alerta de risco para a Saúde Pública 
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Conforme relatado por BALDASSI (1998) as mortes em bovinos determinadas por 

C. perfringens, ocasionam aos agricultores sérios prejuízos, e por conseqüência à 

população, pois a oferta proteíca é reduzida e ao mesmo tempo quando não ocorre o 

descarte correto destas carcaças podem se constituir em fonte de DOA (Doenças de 

Origem Alimentar) podendo então ser considerado como zoonose. 

Levando-se em consideração os resultados obtidos por AUDI (2002) ao avaliar o 

comércio ambulante de produtos cárneos tanto de origem bovina quanto aviária, 

incluindo-se a comercialização de vísceras, em feiras livres e os deste estudo, deve-se 

alertar as autoridades de Saúde Pública para o perigo de comercialização deste tipo de 

alimentos, sem que tenham sido submetidos à inspeção sanitária. 
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7 CONCLUSÕES 

L Foram isoladas de órgãos e excreções, 22 (1000/o) cepas identificadas 

bioquimicamente como C. perfringens, sendo ll (50%) de origem bovina e ll 

(50%) de origem aviária. 

2. Do total das 22 (1 00%) cepas estudadas, a eletroforese corada para esterase 

permitiu tipificar o C. perfringens nos seguintes tipos: A (27% ), B (9% ), C 

(50%) e D (9%). 

3. Dentre as 11 (50%) cepas de origem aviária foi possível observar que 1 

(4,54%) foi do tipo A e 10 (45,46%) do tipo C, enquanto que para os bovinos 

do total de 11 (50%), 5 (22,72%) foram do tipo A, 2 (9,09%) do tipo B, 2 

(9,09%) do tipo D~ 1 (4,55%) do tipo C de C. perfringens, sendo que I 

(4,55%) foi considerada indeterminada. 

4. Para o total de 6 (100%) cepas caracterizadas como C. perfringens tipo A, 1 

(16,6%), de origem aviária, foi isolada ~e figado, enquanto que as 5 (83,3%) 

restantes, de origem bovina, 2 (33,3%) eram provenientes de fezes, l (16,6%) 

de músculo e 2 (33,3%) de rim. 

5. Para o C. perfringens tipo C foram caracterizadas 11 (100%) cepas, sendo 10 

(90,9%) de origem aviária, obtidas a partir de figado 4 (36,36%), de coração 2 

(18,18%), de intestino 3 (27,27%) e de músculo 1 (9,09%). Apenas 1 (9,09%) 
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cepa foi de origem bovina a qual foi obtida a partir de amostra de figado. 

6. Os tipos B e D do C. perfringens foram encontrados somente nas cepas de 

origem bovina, sendo 2 (100%) cepas do tipo B, obtidas a partir de 1 (50%) 

amostra de gânglio e l (50%) de intestino. Foram isoladas 2 (100%) cepas do 

tipo D, sendo, 1 (50%) a partir do intestino e 1 (50%) de canela. 

7. Considerando-se que fi gado, rim, coração e músculo são produtos destinados 

ao consumo humano e os tipos A e C de C. perfringens estarem relacionados a 

patogenia em humanos, e neste estudo terem sidos encontrados o tipo A em 

27% das amostras e o tipo C em 50% das amostras, há o perigo para a saúde 

do consumidor. 

8. A eletroforese corada para esterase é uma técnica de fácil realização e sensível 

o que permite sua utilização como método para _tipificação em rotina 

laboratorial. 
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ANEXOS 

MEIOS DE CULTURA, REAGENTES E SOLUÇÕES 

1. Meio de Carne Cozida (MCC) 

Fígado bovino ..................................... 500g 

Água destilada .................................. 1.000mL 

A carne empregada era devidamente limpa, livre de aponevroses e gorduras, adicionava

se o volume correspondente de água destilada Essa mistura era levada ao cozimento em 

vapor fluente por 30 minutos. Após fervura a mesma era mantida por 12 horas em 

geladeira, a carne depois de resfriada era picada em pequenos cubos de 1 em x 1 em e a água 

era filtrada em papel filtro o que constituía a água de carne. 

Caldo Simples 

Água de carne ................................................................. 1.000mL 

Peptona (Difco ) ................................................................... 1 Og 

Cloreto de Sódio (Casas Americanas Limitada) ................... 5g 

Após completa dissolução dos componentes na água de carne, o pH era ajustado entre 

7,4 e 7 ,6. O caldo era novamente filtrado para clarificação em papel filtro e um volume de 

1 OmL era distribuído em tubos de l8xl80mm contendo um cubo de carne e 

aproximadamente lmL de vaselina sólida fundida. Os tubos eram devidamente fechados e 

submetidos a autoclavação por l20°C por 15 minutos. 



li 

2. Caldo Triptose e Extrato de levedura (CTE) 

"Tripitc soy Bróth" (Sigma) ............................................ l5g 

Extrato de levedura (Merck) ............................................ 5g 

Água destilada ............................................................ l.OOOmL 

A mistura era dissolvida em agitador e após sua completa dissolução o pH era ajustado 

entre 7,2 e 7,4. Um volume de lOmL era distribuído em tubos de 18xl80mm e um volume 

de 90mL em frascos, sendo ambos submetidos a autoclavação a 1200C por 15 minutos. 

3. Ágar Gema de Ovo 

Blll {Brain Heart lnfusion Ágar, Difco ) ................. 13g 

Água destilada ........................................................ 250mL 

O Ágar era dissolvido em banho fervente e a seguir esterilizado em autoclave a l20°C 

por 15 minutos. Após a esterilização o meio era resfriado a aproximadamente 50°C e 

adicionado de l 0% de emulsão de gema de ovo a 50% e após ser homogeneizado era 

distribuído assepticamente em placas de Petri devidamente estéreis -com um volume de 

15mL. As placas eram mantidas no fluxo laminar abertas até completa solidificação e só 

então eram guardadas em geladeira. 

Emulsão de gema de ovo a 50% 

Gema de ovo ..................................... 20mL 

Água destilada .................................. 20mL 



III 

Um ovo de galinha preferencialmente de criação caseira era lavado com água e sabão e a 

seguir mantido por 1 hora em álcool etílico 70%. Após esse período o ovo era quebrado 

assepticamente, a gema filtrada em _gaze estéril para remoção -da película e colocada em 

cálice graduado estéril e o volume dobrado com água destilada estéril. Com o auxílio do 

bastão de vidro a mistura era então emulsificada. 

4. _Ágar Sangue de Carneiro 5°/o 

Blood Ágar (Oxoid) ............................... 20g 

Água destilada ....................................... 500mL 

A base era devidamente dissolvida em banho fervente e após completa dissolução 

submetida à autoclave l20°C por 15 minutos. Após esterilização a base era resfriada a 

aproximadamente 50°C e assepticamente adicionada de 5% de sangue des:fibrinado e estéril 

de carneiro, homogeneizado e distribuído em volume de 15mL em placas de Petri estéreis 

que eram mantidas no fluxo laminar abertas até completa solidificação e só então eram 

guardadas em geladeira. 

5. Tampão Tris-glicina 60 mM pH 8,2 (para extração) 

Tris 

Tris ................................. 7,26g 

Água destilada ................ 1 OOOml 

Glicina 

Glicina. ........................ .4,50g 

Água destilada .............. I OOOml 



IV 

Verificar o pH das duas soluções e depois ir adicionando a solução de tris sobre a 

solução de glicina até obter o pH 8.2. 

6. Tampão Tris-glicina O,lM pH 8,2 (para corrida) 

Tris 

Tris .......................................................................................... 12,llg 

Água destilada ........................................................................ 1. OOOmL 

Glicina 

Glicina ....................................................................................... 7 ,50g 

Água destilada. ........................................................................ l.OOOmL 

Verificar o pH das duas soluções e depois ir adicionando a solução de tris sobre a 

solução de .glicina até obter o pH 8.2. 

7. Tampão Fosfato O,lM pH 6,5 

NaH2P04 (monobásico ) ................................................................. 13g 

Água destilada .......................................................................... 1. OOOmL 

Na2HP04.l2H20 (anidro) ........................................................ 35,81g 

Água destilada .......................................................................... l.OOOmL 

Verificar o pH de ambas as soluções, separar 500mL do NaH2P04 em um béquer e ir 

adicionando aos poucos Na2HP04.l2H20 até obter pH 6,5. 



v 

8. Gel de poliacrilamida 7%, 

Acrilarnida (AA- lnlab) ........................................................... 6,65g 

Bisacrilamida (BIS-Re~h Organics) ................................. 0,35g 

Persulfato de amônio 2% (Synth) ............................................ 2,8mL 

Temed (N, N, N, N tetrarnethyl-ethylenediamine ................... O,lmL 

Tampão Tris-glicina pH 8,2 ................................................... 1 OOmL 

Pesar a AAIBIS usando máscara e luvas, dissolver em 1 OOmL de Tampão Tris-glicina 

pH 8,2 e O,lM. Filtrar em gaze adicionar o Persulfato de arnônio homogeneizar e adicionar 

o catalisador (Temed) agitar e rapidamente colocar na placa molde. 

9. Coloração do Gel modificada (BACH 1991) 

Fast red (Sigma) ........................................................ 0,05mg 

Tampão Fosfato O, 1M pH6,5 .................................... 1 OOmL 

Solução 1% de a.-napthyl acetato ................................. 2mL 

(Dissolvido 0,05g do napthyl em 5mL sendo: 2,5mL de água destilada e 2,5mL de acetona) 

10. Meio para fermentação do leite 

Leite desnatado .......................................................... 20g 

Água destilada.. .. ·--·····················-· .......................... 200mL 

Dissolver o leite na água destilada, distribuir 5mL em tubos de 16x160mm e autoclavar 

à 100°C por 30 minutos. 



11. Meio para fermentação de carboidratos (série bioquímica) 

Peptona e Extrato de levedura pH 6,9 (PY) 

Peptona .................................................. 1g 

Y east extract .......................................... 1 g 

Solução de rezazurina ............................ 0,40mL 

Água destilada ........................................ ! OOmL 

Solução de sais ........................................... 4mL 

Para cada 1 OOmL de PY pesar: 

Glicose .................................................. 1g 

Maltose ................................................. 1g 

Sacarose ................................................ 1 g 

Lactose .................................................. 1g 

VI 

Autoclavar a l20°C por 10 minutos não ultrapassando esse tempo. Distribuir 3mL em 

tubos de 12xl20mm estéreis e acondicionar em geladeira. 


