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Resumo — O objetivo deste trabalho foi padronizar uma técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), para
deteccéo de Clostridium chauvoei, em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina de cobaias (Cavia
porcellus) experimentalmente infectadas com esse microrganismo. Os animais foram sacrificados, e amostras do
musculo da area de inoculagdo (MAI), figado, miocardio e baco foram disponibilizadas para a técnica de PCR.
O clostridio foi detectado em todas as sec¢des do MAI, figado e miocardio, mas nédo foi observado em secgdes
do baco. Reaces cruzadas ndo foram observadas a partir de sec¢gdes do MAI dos animais com inoculacdo de
outras espécies de clostridios, bem como nenhuma amplificacédo foi observada a partir de seccoes do MAI dos
animais controle. Esses resultados mostram que a técnica de PCR desenvolvida neste estudo, pode ser usada
para deteccao de Clostridium chauvoei em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina.

Termos para indexagao: carbinculo sintomatico, edema maligno.

PCR detection of Clostridium chauvoei in tissues of Cavia porcellus

Abstract — The objective of this work was the standardization of a polymerase chain reaction (PCR) for detection
of Clostridium chauvoei in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues of guinea-pigs (Cavia porcellus) infected
experimentally with this microorganism. The animals were sacrificed, and samples of muscle from inoculation
area (MIA), liver, myocardium and spleen were available for PCR technique. Clostridium chauvoei was detected
in all sections of the MIA, liver and myocardium, and no product was observed in sections of the spleen. Cross-
reactions were not observed in sections of MIA of the animals inoculated with other clostridia, as well as no
amplification was observed in sections of MIA of control animals. These results show that the PCR technique
developed in this study may be useful for detection of C. chauvoei in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues.

Index terms: blackleg, malignant edema.

A bactéria Clostridium chauvoei € o agente etioldgico
do carbdnculo sintomético, uma doenca altamente fatal
dos ruminantes e outras espécies animais, que
geralmente acomete a musculatura. O carblnculo
sintomatico deve ser diferenciado do edema maligno,
outra doenga letal de diferentes espécies animais, que €
causada principalmente pelo Clostridium septicum, e
pode, também, ter como agentes etiolégicos C. chauvoei,
C. sordellii, C. novyi tipo A e C. perfringens tipo A;
0 edema maligno ocorre isoladamente ou em associa-
¢Oes (Sterne & Batty, 1975).

No Brasil, a maioria dos diagnosticos do carbinculo
sintomatico e do edema maligno sdo baseados apenas
em aspectos presuntivos, dados clinicos e achados de
necropsia (Assis et al., 2002). Tradicionalmente, a
confirmacéo do diagnéstico dessas enfermidades é
baseada no cultivo e isolamento dos microrganismos
envolvidos (Correa et al., 1980; Baldassi et al., 1985).
Entretanto, esses procedimentos podem apresentar di-
ficuldades relacionadas a obtencdo, submissédo e
processamento dos espécimes clinicos em laboratério.
Outros entraves relacionam-se a diferenciacdo entre
C. chauvoei e C. septicum, em razdo da similaridade
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dos caracteres morfolégicos e bioquimicos desses mi-
crorganismos (Sterne & Batty, 1975), e ao tempo ne-
cessario para o cultivo e isolamento, que é de quatro
dias a uma semana para ser completado (Assis et al.,
2001). Portanto, um diagnostico preciso de C. chauvoei,
apenas por meio de cultivo, é freqliientemente dificil
(Kuhnert et al., 1997).

A técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) é
freqlientemente empregada (padrdo ouro) no diagndsti-
co definitivo dos agentes envolvidos, nos quadros de
carbinculo sintomatico e edema maligno, em impres-
sOes obtidas diretamente dos materiais suspeitos e em
esfregacgos de cultivos puros (Batty & Walker, 1963;
Pinto & Abreu, 1992; Assis et al., 2001), entretanto, essa
técnica requer materiais frescos, bem como equipamen-
tos e reagentes nao disponiveis usualmente na maioria
dos laboratorios.

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
esta livre da maioria dos problemas mencionados acima
e tem sido usada para identificar diferentes microrga-
nismos, até mesmo clostridios causadores do carbtnculo
sintomatico e edema maligno, em cultivos e espécimes
clinicos a fresco (Kuhnert et al., 1997; Takeuchi et al.,
1997; Sasaki et al., 2000; Kojima et al., 2001), e para
deteccao de C. chauvoei em tecidos de ovinos fixados
em formol e incluidos em parafina (Uzal et al., 2003).
Essa técnica podera ser particularmente atil em areas
onde o cultivo de anaerdbios ndo esté disponivel e em
tecidos fixados em formol. Pelo fato de diferentes
espécies animais serem acometidas pelo C. chauvoei,
a utilizacdo dessa técnica como instrumento diagnostico
é altamente desejavel.

O objetivo deste trabalho foi estudar a aplicacdo da
técnica de PCR, para amplificagdo do gene que codifi-
ca a subunidade 16S rRNA de C. chauvoei, a fim de
se detectar esse microrganismo em tecidos de cobaias
(Cavia porcellus) fixados em formol e incluidos em
parafina (TCFP).

Foram usados noventa TCFP de 60 cobaias, que
passaram previamente por inoculagdo intramuscular, na
coxa direita, de 0,25 mL de cultura purade C. chauvoei
(ATCC 10092), C. septicum (ATCC 12464), C. sordellii
(ATCC 9714), C. novyi tipo A (ATCC 19402) e
C. perfringens tipo A (ATCC 3624), com 0,25 mL de
uma solucéo estéril de cloreto de célcio (CaCl,) a 10%.
Utilizaram-se dez animais para cada microrganismo e
outras dez cobaias como controle, que passaram por
inoculagédo de 0,25 mL de CaCl, a 10% com 0,25 mL
de caldo Tioglicolato. O masculo da area de inoculagédo
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(MAL), coracdo, bago e figado foi obtido depois do
sacrificio. Quarenta TCFP de C. chauvoei (dez de cada
6rgdo), bem como dez TCFP do MAI de cada um dos
seguintes agentes: C. septicum, C. sordellii, C. novyi
tipo A e C. perfringens tipo A, e outros dez TCFP do
MAI dos animais controles foram disponibilizados para
avaliacdo da especificidade. Trés seccdes de 10 um
foram cortadas de cada bloco, usando-se uma nova
Iamina de micrétomo cada um deles, e foram colocadas
em um tubo de microcentrifuga.

A técnica de PCR foi realizada conforme Uzal et al.
(2003). Para extracdo de DNA, utilizou-se tampdo de
lise com proteinase K na concentragdo de
200 mg mL-1 e solucéo de fenol/cloroférmio na propor-
cdode 1:1 e, paraaamplificacdo, utilizaram-se28 ciclos:
um ciclo inicial para desnaturagdo do DNA de 98°C por
20 minutos, e 27 ciclos de 93°C por um minuto para
desnaturacdo, um minuto a 50°C para anelamento e dois
minutos a 72°C, para extensdo. Utilizou-se um ciclo fi-
nal de 50°C por um minuto e 72°C por cinco minutos.
Foram utilizados os seguintes pares de oligos: CC 16S-L.:
5 GTCGAGCGAGGAGAGTTC 3'(Kuhnertet al., 1997)
e CC 193-R: 5' CGGATTGCTCCTTTAATTAC 3' (Uzal
etal., 2003), para amplificagdo de um produto esperado
de 159 pb (Uzal et al., 2003).

Quando foi usada a técnica de PCR para 0s animais
infetados com C. chauvoei, o produto de 159 pb foi
observado em gel de agarose a 2%, a partir dos dez
extratos de DNA do MAI, dez do figado e dez do
miocardio. Nenhum produto foi observado a partir dos
dez extratos de DNA do bago. Nenhum amplificado foi
observado a partir de extratos de DNA dos animais com
inoculagéo de outros clostridios, bem como nos extratos
de DNA dos animais controle (Figura 1).

Os resultados obtidos a partir dos extratos de DNA
dos diferentes 6rgaos, provenientes da inoculacdo com
C. chauvoei, poderiam estar relacionados a determina-
dos fatores como a quantidade decrescente de bacilos
C. chauvoei nos 6rgdos, em relagdo ao musculo da area
de inoculacdo (Tabela 1). Assis et al. (2005) também
usaram blocos parafinizados, para defeccgéo
imunohistoquimica (IHQ) de C. chauvoei, C. septicum,
C. sordellii e C. novyi tipo A, e verificaram que a quan-
tidade de bacilos C. chauvoei, nos diferentes érgaos,
foi decrescendo progressivamente a partir do masculo
da area de inoculagdo. Além disso, o fato de os
materiais de todos os animais com inoculacdo de
C. chauvoei terem sido positivos pela IHQ (Tabela 1),
e o fato de as seccOes de baco terem sido negativas
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pela reagdo em cadeia da polimerase realizada neste
estudo, podem ser atribuidos a presenca de substancias
inibitorias da PCR (Miller et al., 1997).

Considerando-se que a técnica de PCR em tecidos
fixados em formol e incluidos em parafina (TFIP) tenha
sido usada em ovelhas, animais susceptiveis a infec¢éo
pelo C. chauvoei (Uzal et al., 2003), é provavel que essa
técnica possa ser empregada rotineiramente na deteccéo
desses clostridios em tecidos de outros animais
acometidos pelo carbunculo sintoméatico e edema
maligno.

Como o diagnostico do carbunculo sintomético e do
edema maligno é geralmente clinico, a PCR para
deteccdo de C. chauvoei em TCFP poderd4 melhorar,
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 2% de produtos
de PCR usando extratos de DNA do musculo da area de
inoculagdo (MAI), miocardio, figado e baco provenientes de
cobaias com inoculagdo de Clostridium chauvoei, e do MAI
dos demais clostridios inoculados. Canaleta 1: marcador de
peso molecular; canaletas 2 e 3: produtos especificos de
C. chauvoei a partir de extratos de DNA do MAI; canaletas 4,
5 e 6: extratos de DNA do miocérdio, figado e bago dos ani-
mais com inoculacdo de C. chauvoei, respectivamente;
canaletas 7, 8, 9 e 10: extratos de DNA do MAI dos animais
com inoculacdo de C. septicum (ATCC 12464), C. sordellii
(ATCC9714), C. novyi tipo A(ATCC 19402) e C. perfringens
tipo A (ATCC 3624), respectivamente; canaleta 11: extrato de
DNA de colbnias puras de C. chauvoei (ATCC 10092),
usado como controle positivo; canaleta 12: controle negati-
Vvo.

Tabela 1. Resultados das técnicas de imunohistoquimica (IHQ)
e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), nas seccdes
histologicas de tecidos do musculo da area de inoculagao
(MAL), figado, miocéardio e bago dos animais com inoculacéo
e sem inoculagdo (controle) de Clostridium chauvoei®.

Animais THQ PCR

MALI FigadoMiocardio Baco MAI Figado Miocardio Bago
Inoculados +5 43 +3 +1 + + + -
Controle - - - - - -

(M+5: Alta quantidade de bacilos; +3: Média quantidade de bacilos;
+1: Baixa quantidade de bacilos.
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significativamente, a taxa de sucesso no diagndstico e
estabelecer a real prevaléncia dessas doengas em
Nosso meio.

Essa técnica pode ser, também, uma valiosa ferra-
menta para estudos retrospectivos em materiais manti-
dos em arquivos de Patologia.
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