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I  INTRODULAED

2 intovicagio alimentar no homem, causada pelo
Clostridium perfringens tipn A ¢ a enterocolite necrotizante,
dosncga  letal para animais recém—-nascidos, produxida geralmente
pelo Clostridium perfringens tipo U siio patologias atribuidas
a produgio de toxinas. No primeirg caso, as evidénoians apontan
para o0 envolvimento de uma potente enterctoxina. No gque tange
a enterocolite necrotizante, produzids pelo tipo C, a chamada
toxing P ¢ o fator de viruléncia determinante da dosngzm.
Grande parte destas amoastras, produzem uma enterotoxinzs
id&ﬁt{ﬁ& a do grupo A MRS " participaciio desta n&
gtiopatogenia da enfermidade em animais precisa .ﬁﬁf me 1 hoe
investigada (SEVERIN, L& FUENTE & STRINGER, 1984 BLOTT &

DUNCAN, 19735).

Mo entanto, nos estudos sobre estas duas patologias,
hd wuma lacuna no gue dix respeito @A possiveis mecanismos de
aderéncia de formas vegetativas do Clostridium perfringens que
ihe permitiriam colonizar a mucosa intestinal do hosem &
animais e, uma vezr al  localizado, proceder 3 esporulagio,
eventn eute essencial para  a producio e liberag¢dc da
gnterotoxing, além da toxinas ‘P, produzida  por formas
vegetat ivas do tipo O (UEMURA, 1978; DUNCAN, BTRONG & sSEsalb,

1973 .



Aassim, levando-se em conta aue a maioria dos estudos
bacterioldgicos desenvolvidos nos dltimos =mnos dio grande
importancia aops mecanismos de  colonizacBo utilizados pelos
mais diversos wmicrorganismos na mediagio das  doengas,
procuranos neste trabalho, esclarecer como dar-se—ia o contato
inicial do Llostridius perfringens com a mucoss intestinal de
animais, & Ffim de melbhor compreendermos 8 mecanismos  de

patogenicidade desta baclérin.

Deste medo,  os sgguintes objetivos delinsgaran
inicialmente & realizacio da presente pesquisal

1 Fesgquisar a presenca de possiveis adegsinsg &
amostras ,éﬁ . perfringens, atraves de PrOvas de
hemaglut inag8o, utilizando hemdciasg de diferentes origenss

2 Estudar o efeito de meios de cultivo, concentragio
bacteriana, pH, temperatura & presenga de manose sobre 0
reacio de hemaglutinagios

3 Vgrificar, por meio de estudos "in wvitro®,
utilizande uma linhagem continua de ceélulas {Hela), a presencs
don fenimeno de aderénciag

4 Pesquisar, através do  uso de tdonicas de
microscopria eletrdnica, & presengas de estruturas de superficis
gm células vegetativas de Clostridius perfringens:

5 Na dependéneia dog perfis de hemaglutinagio
obtidos g dos resulbtados dos testes de ader8ncis em cédlulas

Hel.a, estudar o efeito de possiveis inibidores sobre estes

dois tipos de reacior



& Fstudar as caracteristicas bielégicas e gquimicas
de possiveis sstruturas presentes sobre = superficie celular
do Clostridium perfringens através de reproducio experimental
da dosnga g tratamento da bactérias com substincias especificas

aue wmtuem sobre sstas gstruturas.

Basendos nestes objetivos e com 2 intenglo de
facilitar -3 compresnsio deste trabatho, vEJRMOS,
resumidamente, alguns detalhes existentes na literatura sobre
os  mecanismos de  aderé&ncia  empregados por bactédriss € as
gstruturas adeszivas que elas utilizam para se Fidarem & SBUS
receptores celulares, bem como algumas consideracties sobre o
Clostridius perfringens & suz importéncia  em enteropatiss no

homem € animais.

CONSIDERACOES GERAIS SUOBRE 0S5 MECANISHMOS DE

PATOGENICIDADE

£ Introdugio

Fatogenicidade de um microrganismoe se caracterizs
pOr  sua capauidgda de produzir dognga g8m um hospedeiro vegsetal
pu animal. 0 desenvolvimento ou nio de doengn depende do
resultado das interagies entre o organismg € ssu hospedeire. A
maioria destas interagies envolve um contato direto entre as
superficies das cflulas microbiana ¢ hospedeira, sendo que o8

produtos microbiangs responsaveis pelos processos patogénicos



8o chamsdos determinantes ou fatores de virulénecias. £ estes,
poden ser  bastante variaveis emn sun natures quimica,
morfologia e antigenicidade (JAWETZ, MELNICK & aDELBERG.

L9749 .

Assin, miitos wspectos tém de ser considerados
gquando s pesquisa a patogenicidade € & viruléneia de amostras
hacterianas. Hultos estudos ©8m dado grande Snfase ao fato de
gstrutuwras de superficie de microrganismnos SEFEm de
fundamental inportdncia no desenvolvimento de um pProcesso
infecoclioso 2 0% apéndices por gles ubtilizados, com =&
Finalidade de =adesio, 80 bastante varidveis em BURE
caracteristicas, bem como s8o diversos os substratos cowm os

guais interagem {JJORHES, 1977).

2 Estruturas de superficie da c£lula bacteriana e

sua relagio com patogenicidade

2.1 Introdugio

f georréncia de apéndices filamentosos - n&o-
flagselares entre os mais variados tipos de bactérias indica
CLE sstes apéndices apresentam  importantes fungies nos
ambientes naturais em  que 08 ®microrganismos se  desenvolven,
sejam eles o solo, & dgua, o trato intestinal ou outros
(OTTOW, 1975), Assim, duas caracteristicas importantes destas

extenstes celulares poderiam ser consideradas em particular?



a) o aumento da superficie ativa demonstrads por
gatas gatruturas, @s guails potenciaimente melihoram B
atividades relacionadas com » membrana  tals como, respiracio
e/ou absorgio de nutrientes:

b) seu papel como organelas de FixagHo, tanto =
substratos naturais como a outras bactérias da MESHH

comunidads.

Easas consideracies basicas demonstram que o
apéndices nlRo-flagelmres podem servir para miltiplas Fungles &
oR organismos  gque 0% apresentam  estfio normalmente wmelhor
adaptados 25 agresstes ambientais do gue agueles nEo squipados

com estas estruturas.

2.2 Tipos de estruturas de superficie existentes nas

células bacterianas

A maioria dos fatores adesivos conhecidos capacitam
as bactérias a aglutinarem hemidcias & por isso s8o chamados de
hemaglutininas. Entretanto, sles tambeém as capatitam =
aderirem a3 outros tipos celulares e, como sus funeio natural
esta provavelments relacionads com estes substratos, estes
fatores sRo meis propriamente chamados de adesinas (DUBUID &

LD, 19865,



&

2-2.1 Fimbrias

Um dos primelros tipos de adesinas estudado foi oz
fimbria. Este termo € usado para descrever filamsntos nEo-
Flagelares presentes sohre a supsrficie da bactédria e
conhecidos como organelas responsaveis pela sun  propriedade
adesiva  {(DUGUID, ANDERSON & CaAMPBEL, 19843y JONES, 49773.
Atraves de provas de hemaglutinacio frente a vdrios tipos de
hemdcias, as fimbrias foram divididas em tipos 1,2,3 € 4 ¢ sio
amplamente distribuidas entre as bactérias pertencentes &
familia Enterobacteriaceae. Além dos membros  desta familis,
gstruturas do tipo Fimbria foram encontradas em outras
espécies bacterisnas como =@ Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis ¢ oultras espdcies de HNeisseria nfio patogénicas
(JONES, 19773, Entre as bactérias gram-positivas, sé¢ foi
relatads & presenga de fimbrias entre wns corinebactérizns

(YANAGAWA & HONDA, 197480,

2.2.2 Fibrilas

SRo  estruturas de superficie da bacltéria As gquais
tambén se atribuem propriedades adesivas. Diferem das fimbrias
por sergm irregulares gm Forma e dimensio, com pontos
discretos de origem sobre a superficie bacteriana. Camadas
fibrilares tém sido demonstradas  sobre 3 superficie dos
estreptococos  orais por GIBBONS et alii (LIELJEMARK & GIBBONS,

A97E Y. 3 SBtrepltococcus pyngenes também produz manterial



Fibriiar de superficie gue sstd associado com as proprisdades
adesivas selet ivas das células estreptocdcicas {(ELLEN &

GIBBONG, 1974,

2.2.3 Glicocalices

SHo estruturas situadas externamente & parede das
bactérias agram-negativas ¢ gram—-positivas, caracterizando-ss
por conterem polissacar ideos em sua constituicBo. Podem  ser
divididos en dois tipost a) as camadas 8, compostas  por oum
arranjo regular de subunidades glicoproteicas na superficie
celular: b)Y as cédpsulas, compostas por uma matriz fibrosa na
superficie da cédlula, de espessura varidvel, podendo ser
rigidas, flexiveis, integrais ou periféricas, dependendo de

sung caracteristicas (COSTERTON, IRVIN & CHENG, 1984, a # b}.

) glicocdlice bacteriano € fregientemente uma matriz
polimérica altamente hidratads, perdido facllimegnte durante as
Preparacoes convencionmnis PRFAR microscopia gletrinicn.
Fntretanto, preparagtes estabilizadas pelo uso de antissoros
Ffornecem evid@ncias para um arranjo radial, formado pelas

Finas Fibras do glicocalice (COSTERTON et alii, 1981 al.

2.2.4 Adesinas proteicas nBo-fimbrigis

Lima var igdade de gspecies bacterianas produzemn

adesinas proteicas  de superficie gque, no  entanto, nao
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apresentam morfologia definida. Essas adesinas tém recebido o
FCmE de  "outer membrang proteins” {OMPY ou proteinas
sgcretadas, que permanecem frouxamente associadas & superficie
bacteriana (ARP, 1988). A Bordetella pertussis produr duas
proteinas  secretadas envolvidas na adesBo s células ciliadas
do trato respiratdrio {(TUDMANEN & WEISS, 41985). A adeslo d=
Neisseria gonorrhoeae s células epiteliais € wmediada nio
somente por Fimbrias mas tambédm por um grupo de COMPs"
denominadas proteinas-I1 (SWANSON, 41983). (0 Staphylococcus
aureus, produz  uma proteinag de superficie com afinidade
especifica pela fibronectina (ESPERSEN & CLEMENSEN, 1983).
fmostras  de Pasteurella multocida de diferentes origens também
apresentam "OMPs” responsiaveis pela adesfo desta espécie
bacteriana =a seu substrato especifico (TRUBCOTT & HIRSH, 1988;

LU, AFENDIS & PaKES, 198&).

3 Mecanismos de aderéncia

O termo adesfo ¢ usade para descrever uma ligagio
relat ivamente estdvel entre a bactédria g uma superficie. Um
proceses  especificn de  adesio reguer a interaglo de moléculas
complementares especializadaes, situndas sobre as superficies
da  bactéria {(adesinas) e de seu substrato na célula hospedeira

(ARP, 1988,



3.i Aspectos Fisico~quimicos da adesBo

Carga eletrostdatica & hidrofobicidade sio
caracteristicas gerais das superficies celulares gue afetam
profundanente a adesko. Glicoproteinas, ancoradas pelas
regifes hidrofébicas dos aminpacidos @ glicolipideos.,
ancorados na membrana celular por  sums caudas hidrofdbions,
representan umza  var iedade de moléculas carregadas qUuE
contribuem para a constituigHo dos glicocdlices das células
bacter ianas e hospedeira. Sendo composto principalmente de
polissacar fdeos hidratados, o glicocdlice fornece moldéculas
complexas gque funcionam na quimiotaxia £ na adesBo (COBTERTON

et mlii, 41981 b,

Estudos de adesHo bacteriana indicaram gue = ligagio
irreversivel atn  substrato gra precedids BOr umR fase
reversivel e fracas denominads associsglo. Estn fase inicial de
ligagRo pods ser o0 efeito combinado resuliants de forgas de
Van der Waals, pontes de hidrogénio e interagtes ifnicas ¢
hidrofibicas. Em contraste, = adesio irreversivel
provavelments requer  ligagbes nBo-covalentes, DUMETrOSAs &
concentradas entre macromoléculas complexdas situadas &

superficies adjacentes (ARP, 1988).

tms possivel esxplicagdo fisico-quimica para =
interasio adesiva entre duns superficies carregadas

negat ivamente @ fornec ida pela tearia de DERJAGUIN-LANDAW =
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VERKEY-OVERBEEK (ARP, 4788: BUSSCHER & UWEERKAMP, 1987). Esta
teoria sobre a interagBo fisics entre particulas coloidais,
gstabelecs que  dois corpos  rigidos, e MESMR CAP YR,
aprodinando-se um do outro s83o afetados por forgas atrativas &
repulsivas, &s guais  wvariam independentemente com a distdncian
entre os corpos. Em dist@ncias relativamente grandes (350 nm),
ha uma forg¢a de atracfo e os corpos sio mant idos em um estado
de associaclo fraca, podendo ainda ocorrer uma repulsBo. Mas,
s @ zona intermedidria de repulsfo puder ser vencida, haverd,
ent®o, wuma forte forga atrative em distfncias menores do que 4
nm & o corpos poderfio estabelecer interacles adesivas fortes

& relat ivanente irreversiveis,

Para que efetivamente ocorra uma interagio forte, ha
necess idade deg  =se romper & forga repulsiva gerads em
dist@ncias  intermedidrias entre os corpos em interacBo. Uma
explicag®o para o rompimento destz forga vem da constituicin
fune ional das superficies tdag células gucaridticn &
hacteriana. A superficie da oélula epitelial normalmentes
consiste de ﬁicfaviimsidadea, cilios e dobras cobertas por uma
complexa camada de glicocdlice & muco. A superficie bacteriana
& normalmente circundada  por polimeros complexos ou apéndices
fFilamentosos que  se  projetam varios micrimetros no meio
adjacente. Estruturas de superficie com raio de curvaturs
pequeno  produzen muito menos forgas repulsivas deo gue a odiuls
toda. Assin, as forgas atrativas & repulsivas s3o diminuidas

pela reducio  no raio de curvatura das  superficies em
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interagio. Conseqilentemente, _ap&ndéae& hacterianos de
gsuperficie e molédculas do glicocdlice bacteriano tém raio de
curvatura muito pequeno, € podem se estender através da zona
intermediaris repulsiva & estabelecer interagtes ligante-~

receptor estaveis (JONES, 1983).

3.2 Hecanismos de wnderéncim em bactérias gram—

positivas

Erntre as bactédrias grawm-positivas, o dnico género

roanhecido  que apresentm fimbriass € o Corynebacterium. HNeste

geEnera, as fimbrias EHEF CEN fungino adesiva & faram
primeiramente demonstradas en Coruynebucterium renale por

YaNAGala, OTSUKTI & TOKUIL, 1948, tendo sido classificadas em
trés tipos diferentes, através de tédonicas soroldgicas e
bioguimicas. Ouitras corinebactdrias que parasitam o homem ¢
animais também possuem fimbrias, como & o exemplo do
Corynebacterium diphteriae, e. pseudodiphtericum & L.

kutscheri (.JONES, 1977).

Além do uso de Fimbrias come meio de  ligagke ‘o
substrato, bactérias gram-positivas podem recorrer a  oubros
tipos de estrututa de superficie para colonizarem as células
do hospedeiro. &€ 0 caso, por sxemplo, de alguns estreptococos
g lactobacilos gue se ligam & superficie das células por meio
de adesinas de naturezs nEo-proteica  (BEACHEY & OFEK, 19743

BROOKER & FULLER, 1i9785).
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ELLEN & GIBBONE, 1972, observaram gue estreptococos
desprovidos de camada fibrilar de ﬁuparchéQ e do antigeno ¥
associado n8o apresentavam capacidade adesiva. A tripsinizagio
destruia & camada Fibrilasr e =as propriedades adesivas  do
Streptococcus pyogenes & tinha conseqgii@ncias semelhantes para
gutras eapecies de estreptococos. BEACHEY & OFEK, 1974,
denonstraram, posteriormente, gue a camads Fibrilar era
destruida P tratamentos B também extraiam acido
lipoteicoico (LTAY & gque a adesfo estreptocdcica era inibida
se  as células epitelimis eram pré-tratadas com LTA ou se a
bactéria era tratadas com anticorpo anti~LTA. Na wverdade,
acidos teicdicos s80  encontrados expostos sobre a parede
gxterna de véarias espécies gram-positivas e podem ser
excretados no fluideo sobrenadante de culturas (MARKHAM, KNOX,

WICKEN & HEWEYT, 1975).

1 dcido lipoteicdico também exerce impmrtaﬁta papel
nos  processos adesivos  de varias espécies de estafilocotos. A
mediagdo da ader@ncia do Staphylococcus saprophyticus #s
células uroepiteliais (TETI, CHIAFALO, TOMASELLO, FARS &
MABTROENI, 1987) e do Staphylococcus aureus @s células  do
epitelio nasal (ALY, SHINEFIELD, LITZ & MALBACH, 1986), &

feita pelo dcido lipoteicdico, gue se liga especificamente A

fibronectina existente na membrana das células sucaridticas.

fies propriedades adesivas  dos lactobacilos, por sul

YEE st o associadas com uma extenss camada Fibrilar rica em



polissacarideos, sobre 2 superficie celular (BRODKER & FULLER,
L9758y, Em comparaclo com as  asdesinas  dos  pstreplococos, &
capac idade de adesBo dos lactobacilos € apenas ligeiramente
alterada pelo tratamento com btripsina, mas acentuadamente
prejudicada por oxidacBo pelo periodato € por pepsinizagio.
For outre lado, = concanavalina A inibe 2 adesBo e também
precipita carboidratos liberados pela pepsina, um tratamento
Qe tarna & bactéria nBo-rdesiva (FLHIER, 197550 .
Conseqilentements, um carboidrato que s liga a copcanavalinag A
parece esstar envolvido no mecanismo adesivo dos lactobacilos,
embora nac s¢ Saiba ainda se esta camada de carboidrato esti

i R associada com migumza oubrz estrutura que  atug  comd

adesina (JONES, 19773 .

3.3 Mecanismos de aderfncia em bactérias annerdbias

estritas

até o momento ressaltamos os mecanismos utilizndos
por  buactdrias asrobhiss ou anasrdbias faculiativas que promoven
ey sderédéncia aps mais diversos substrates. Entretanto, gquando
e trata de bactédrias anaerdbiasg estritas, poucas informagoes
sio encontradas na  literatura. O Bactercides gingivalis, ¢ um
gxemplo de bacilo gram-negativo, anaerdbio, nio egsporulado,
causador de doengmn  periodontal, que se ligs &s células da

gengiva através de fimbrias {(MCKEE, i98&).
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Dentro do género Clostridium temos também um smemplo
de aderéncia com o Clostridium thermocellum, cujo substrato &
a celulose. BAYER, KENIG & LAMED,. 1983, demonstraram, através
te técnicas de microscopia eletrdnica, B Presenca de
gstruturas de superficie nio-fimbriais, sobre a camada externa
da célula bacteriana. Estas estruturas apresentavam morfologia
podular & se repetiam periocdicamente sobre a superficie
bacter iana (BAYER, BETTER & LAMED, 1985; BAYER & LAMED, 1984,
mediando  sua ades8o 3 celulose ¢ 3 hemicelulose (WEIGEL &

DYKETRA, 1984).

1 Clostridium perfringens, por sus  ver, Jd&  foi
demonstrado contornando as vilosidades intestinais de animais
recém-nascidos acometidos de enterite necronizante, em  Uma
disposi¢io que sugere fortemente um mecanismo de  aderéncia.
ARBUCKLE, 4972, atraves de técnicas histoldgicas, demonstrou a
presenga desta bactéria  ligada & vilosidades intestinsis de
leitfes. BIMS, TZIPORI, HAZARD & CARROL, i98%, demonstraram o
mesmo  fendmeno em potros. KUBD & WATASE, 4985, através de
técnicas de microscopia eletrinica, demonstraram a presenga de
grande numero de bacilos circundando uma vilosidade necrdtica
no intesting de legitdes com = mesma entfermidade. além disso,
gstes autores evidenciaram a2 presenga de uma material flocoso

cirgundando externamnente & parede bacteriana.

Acsin, haseados nas obssrvagoes destes autores,

condurzimos nosso trabaibo com o intuito de esclarecer os
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poassiveis mecanisnos de patogenicidads dis Clostridius
perfringens, n nivel intestinal, em especinl no gue sg refereg
a0 processo  de  adesBa, ums over gue nBo  encontranos na

literatura consuliada nenhumza informacio 3 este respeito.

4 Clostridium perfringens

{1 Clostridium perfringens ¢ um bacilo ananerdhio, de
"xtremiﬁadEﬁ arredondadas, medindo €,9 a i,BJPm de largura por
3 a ¢ ,Fm de comprimento, gram—-poasitivo, imdvel & apresenta
gaporos  sub-~terminais. fas  Formas  vegetativas sBo  bastante
pleomdrficas, sendo encontradas tanto formas filamentosas como
cocdides. Em Rgar-—-sangue, BE colénias sRo geralments
circulares, lisas ¢ de contorno regular, tendo, em média, de 2

a % mm de didmetro (KRIEG & HOLT, 1984).

Esta espécie produz diversas substncias soluveis
que  causam uma  variedade de efgitos toxicos Tin vive® g Tin
vitran". O Clostridium perfringens tem sido dividido em cinco
tipous (A, B, 0, D & E)Y com base na producio das principais
tdxénaﬁ letais, como demonstrado no Guadro T (KRIEG & HOLT,
1984, Um sexte tipo (tipo F) foi proposto mas € agora

considerado como tipo 0 e =a designagfo de tipo F est’d sendo

abandonada.

“lém destas toxinas, o Clostridium perfringens

produr ainda uma série de substincias quimicas ativas, tais
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Como desoxirribonuclense.,. fosfatase dcida, ribonuclease.
eiagstaseg, hialuronidase, colagenase, amilase, newraminidase,

além de outras (KRIEG & HOLT, i984).,

Gurdroe I, Classificreio do C. perfringens por tipos de tosdinas

produzidas, segundo KRIEG & HOLT, i984.

FATE TN Bt R WY SIS IR WS WEeS TYE BT NALd ASEL 4G AR L LN G0 MV BHL WS HES Lk mikh sem webx fndd ded chie rie Yedd Lxbb bred sere wigh erh rmcs tees mpis phes asbp yme seme ybrs bpas meuE mevt MAUR SUER TROR SAR AP MY THEE WA UK VANS ROSY AeE YRR Mt Trre

Tipo de Toxina produsids
. perfringens alfa beta epsilon iots
i 4 e - e
B + + & -
o + + - o
D + e + -
E + s s +

Dentre as toxinas consideradss principais, a toxina
alfa ou legcitinase € wuma fosfolipase © gue hidrolizs ITeciting
em Fosforileolina ¢ um diglicerideay é produxida pelos cinco
tipos de Clostridium perfringens. A taxing beta, produzida
pelos tipos B & C nBo estd completamente caracterizads  mas
parece ser um polipept fdeo de cadeia dnica, altamente sensivel
a tripsina. A toxina epsilon € elaborads pelos tipos B & D na
forma de uma prototoxina nEo téxica, aque & convertida em

potente todinza termoldbil pela agio de enzimas proteoliticas
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coms B tripsina. Esta toxing parece aumeniar a permeabilidade
vasculiar, possiveinents por  ativagio da adenilcicliass. &
toxinag jota € produzida somente pelo tipo F e também &
eglaborads na formsa  de prototoxing, ativada posteriormente por
enzimas protecliticas. Bua  ac8o tdéxmica consiste em aumentar a
permenbhilidads vasoular, produzir necrose  guando  injetads
intradermicamente £ ser  letal guando  inocuiads POy Vin

gndavenoss (KRIEG & HOLT, 19845,

amaetras de Clostridium perfringens do tipo & &
alogumas  cepas do tipo U & D produzem, também, uma enterotoxina
(BTARK & DUNCAN, 1972: SAKAGUSHI, UEMURA & RIEMANN, 1973) que
€ um produto do processo  de esporulaclo  desta bactéria e,
conforme oitado anteriormente, parecem ser idénticas bioldgica

e antigenicamente entre s5i.

4.1 0O papel do Llostridium perfringens em =wmigumas

paitoliogias intestinais

4.1.4 Enterocolite necrotizante nesnatal

Enterocolite necretizsnte neonatal (NELY & umn
dogsngr  de eticlogis desconhbecids, que acomete oriangas recém-
nascidas € tem muitas  semelhangas com  dosngas  infecciosis
gntéricas de animais adultos e recédm-nascidos. 8 presenga de

bacteremia, neutropenisn ¢ cardter sndénmico tem levado & se
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sunpeitar de um agents infeooiosn na  patogenia desta

enfermidade (KLIEGMAN, 41i98%).

Se o patdgeno bacterianoc € um  agente primario,
envolvido diretanmsnte na injdria gastrointestinal ou se invade
secundariamente 3 mucoss por oulros mecanismos, aindm & mobivo
de gquest ionamento. Escherichia coli, Klebsiella ¢ outras
gnterohactdrias foram as organismncs predominantemnents
recuperados de casos  de NED {(GUINAN, SCHABERG & BRUHN, 1979).
Mais recentemente, espécies de clostridios ¢ agentes wvirais
L ém sido implicados nas  NECs. a4 alta incidéncia de
hemoculturas  positivas & gindrome sepbicémica tEm sugerido que
d wuma etiologia infecciosa primaria nesta patogénese. Entre
o%  organismos isolados incluem-se E. coli, Klebsiella sp, C.
butyricum, C. perfringens, C. difficile, Entercbacter cloacze,
Salmonella sp, Pseudomonas sp, enterovirus e retentemsnte
coronavirus. Desses microrganismos, os clostridios tém sido os
mais implicados na patogénese da NEDC & tem~se observado
grandes semelhangas desta enterocolite de recém-nascidos com
BE gnterotoxemnias clostridiais g animais domést icos

CKLIEGHMAN, 1979).
4.9.27 Doencas entéricas em animais
=T enterocolites produridas por  clostridios e

animails o oreceém-nascidos PRESLER gatar relacionadas,

gventualmente, Com A falta de imunidads passivanente
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transferida pelo colostro. Epidemiasg de enterite necrotizante
sHo  conung entre leitdes recém-nascidos e sio devidas & toxina
’P do Clostridium perfringens tipo . Essuns epidemias podem ser
prevenidas pela vacinacBo materna, resultando em produgio de
ant icorpos anti-toxina no colastra. além digan; A
administragio de anti~toxina tipo-gspecifica no leit8o recém—

nascido tambgm evita a enterite.

Enterotoxenias  por Clostridium perfringens tipo B
sfo semelhantes as dos leitdes e afetam tanto bezerros como
leitves, sendo  também responsaveis  pela disenteria em
cordeiros. J Clostridium perfringens tipe A pode causar
enterotoxemia em cordeiros nRo-desmamados assim como enterite
necrética em frangos e também em leitfes (OLUBUNMI & TAYLOR,
1i985). 0O Clostridium perfringens tipo D & responsivel por

genterotoxemias fatais entre cordeiros, cabras & hezerros.
4.1.3 Intoxicagsio alimentar

Arn etiologias das doengas referidas como intoxicac8o
mlimentar, na maioria das veres, eestio bem definidas. 8SHo
consideradas intoxicagies al imentares s hotul 1sno, @
intoxicagio por Clostridium perfringens, a salmonelose & =3
intoxicagiao gstafilocdcica {(BIER, i988:. Destes agentes
microbianos, o Clostridium perfringens ¢ o gue apresenta =
maior distribui¢Bo ambigntal, sendo segus habitats principais o

solo g8 o contegdo intestinsl do homem e animmis. FEste



microrganismne € conhecido desde o final do séculn passado,
guando RPRFECEram a8 primegiras suspeitas de intoxicagio
alimentar c¢ausada por este anmerdbio. Entretanto, somente em
1945 estabslegceu-se gue a deenga no humem' #ra  causada por
ingestRo de alimentos contaminados por Clostridium perfringens

tipo A (STRINGER, 198%5).

A intoxicagBo alimentar por Clostridium perfringens
& caracterizada por diarrédin & dor abdeminal B a 24 horas apés
#  ingestio de alimento contendo grande quantidade de células
vegetat ivas, Vimitos, febre, tremores & cefalédia sH5o sintomas
raros. A duragdo da dosnga € curta £ os sintomas geralmente
desaparecemn dentro  de i2 =a 24 horas. Ghitos oocorrem
orasionnlnente entre PESSORS debilitadas, particularmente

idosos .

Fstd bem estabelecido gue & uma enterotoxina =
responsavel pelos sintomas tipicos da intoxicagln =alimentar
por Llostridium perfringens tipe 4. A  ingestio de grandes
numero de células vegetativas em um alimento resulta em
multiplicaciio e esporulagfo no intestino. Apds a saida dos
SBELPOFOS do  esporfingio, hd =& liberagd3o concomitante da

gnterotoxina (DUNCABN et alii, 1972 .

Estudos de DISCHE & ELEK, 1957, com voluntdrios
humanos , demonstraram a necessidade da presenga da bactéris no

trato intestinal para reproducio dos sintomas da dosnga, Uns
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vez gque a administragBe dg um Filtrado livre de células
bacter ianas nio reproduzia o gquadro de diarrdian. Entretanto,
gstudos de LHBKJELEVALE & LEMURA, 4977, demonstraram  gue  ums
dose oral de enterctoxina purificada  (8-19 me)y era capaz de
produzir o sintomas tipicos de diarrédia ¢ dor abdominal em

humanos.

4.2 HMecanizsmos de patogenicidade

Pelo gque foi guposto até aqui, podemos observar que
o papel da entercotoxinm do O. perfringens estd bem definido na
gtiologia da intoxicmrglo alimentar por esta bactéria, bem como
o envolvimento de suzms outras toxinas nos guadros de gnterite
necrob izante no homem € animais. No entanto, o mecanismo pelo
gual o Clostridium perfringens se multiplica  no intestino,
possivelmente através do  processo de aderéncia, a fim de
produzir = toxina betz ou  chegar awo sstdgio de esporulagio

para »n produgio de enterotoxina, nio estd clero.

ARBULCKLE, 1970, descreveun em seu trabalho a fixagHo
do C. perfringens tipo £ as vilosidades intestinais de suino
com  doenes entérica, usands cortes histolidgicos do intesting

gde animais infectados natural ou experisnentalimente.

Suns  observagies macroscoépicas mostraram gque a lesio
mais comum & mais intensa era umr hiperemia da parede

intestinal e presenga de conteudo sanguinelente. 0 jejuno sra



a regiBo muis afetads, sendo o {len & o intestind g9rosso pouco

oy nads compronet idos.

0 principal achado microscépico de ARBUCKLE, obtido
de secgles de  jeduno, fol & presenga  de bacilos em torno do
delineamento das vilosidades € no ldmem intestinal. Através de
imunofluorescéncia  foi possivel observar uma densidade maior
de bactérias nr regiio apical das vilosidades ¢ menor no
1imem, indicands gue elas podiam se ligar e proliferar nas

vilosidades do intesting delgado de suinos.

{iz athados de  ARBULKLE foram cconfirmados pelos
egatudos  de KUBD & WATABE, 41985, gue demonstraram, através de
microscopia eletrinica, & presenca de bacilos aderidos as
vilosidades necrosadas de leitdes acometidos de enterite. 0O

mesmo fendmeno foi descrito em potros por SINMS et alli, 1985.

Assim, COmG as sdesinas  de supesrficie t8m s
demonstrado de exdbrena importancia e mecanisng de
patogenicidade de vdrias bactérias gram-pegativas, como & o0
cast da Escherichia coli & mesmo de bactédrias gram—positivas,
oMo n Streptococcus . pyogenes ¢ 0% estrepltococos orais,
achamos de grantde wvalia tentarmos elucidar o meEcanismo pelio
gual o €. perfringens promove sux adesBo & superficie dans
células do epitélio intestinal de animais sensiveis, incluindo

o homenm.
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De mido ageral, para o esstudo "in wvitro® das
propriedades adesivas das bactérias, » maioria dos autores tém
Tangado mBo de duns técnicas bidsicas (JONES, 1977):

wi testes de hemaglutiﬁagﬁm, semni~guant itat ivos, gue
meden @ capacidade de bactérias  adesivas ou de adesinas
livres, se ligarem @ eritrdcitos, causando sun aglutinaglo:

b testes de adesfo, onde células epiteliais
isoladas, células de cultura de tecido, gritrdécitos, membranss
celulares istladas, cortes de tecide epitelial ou culturs de
drgfios sio incubados com & bactéria e remnlizadas medidas
gquant itat ivas da =adesHo abtida, microscopicamente, pela
contagem de células totais, através de coloragles simples
(Gram, Giemsa ou  cristal violetal, o111 ainda, guando
pecessar io, por imuneflugrescéncia, imunoperodidase, marcacio

ragdiogativa de bactérias, etc.

flém dessas béonicas, adesinas podem  ser estudadas
por  warios outros métodos, teis como microscopia eletrénica,
tratamento com antissoro especifico, ewpressio sob diferentes
condigdes de cultivo, estudos de mutantes bem caracterizados,
tratamento com inibidores especificos da adesio ¢ estudos de

hidrofobicidade.

Ansim, neste trabalho, nosso gueat ionament o
fundamental foi tentarmos gaclarecer HE amgstras de
Clostridium perfringens {ipo A B £ seriam Capares, &

sepelbanga  de putros microrganisnns, de  aderirem “in vive" &
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"in vitro® & células eucaridticas, bem como  verificarnos

através de aque tipo de sgstrutura esta bactéria executaria sua

aderéncia, o YLLE . atdé o presente, nindna nao Foi

suficientemnente Iinvestigado por outros pesguisadores.



ITI MATERIAL E METODOS

i Amostras

Ay amostras de Clostridium perfringens utilizadas en
nosso  trabalho foram divididas em trés grupos, segundoc  sun
aorigemsd

Grupo 1! amostras de L. perfringens isoladas de
diversas fontes, em nosse pripric laboratdrio, apresentadas no
Gaudro I

Grupo Iis  amostras de €. perfringsens cedidas
gentilmente pelo Prof. Dr. &NTOMIO DE HELLD SERRaAND, do
PDepartamento de Tecnologia, da Faculdade de Engenharia  de
Alimentos, da UNICAMP, apresentadas no Quadro $I1:

Grupo I¥ls amostras deg L. perfringens bipo O,
cedidas gent ilmente pelo Prof. TAKAYOSHI YAMAGISHI, da

Universidade de Togama, no Japlo, apresentadas no Quadro IV.

Guadro 11 - Denominaelo & arigem das  amostras de C.

perfringens pertencentes ao grupo 1.

AMOSTRA DR IGEX
Lae enterite necrotizante em suino
SHE-4 gnterite necrotizante em suing

JABR-2 gnterite necrotizante en suing



Guadro (Il - Denominagio & origem das amostras de O.

perfringens prertencentes ao grupos I1.

AMOSTRA (IR YOEM

A.8,0.0 fezes humanag durante surto
I, I¥, 117, vi, viIix de intoxicagBo alimentar
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GQuadro IV -~ DenominacBo & origem das  amostras de L.

perfringens pertencentes no grupo I1I%,

CHO-25
CHWE~246 gnterite necrotizente em suino
CWE-32

sems mast s sets iR m st SAd3 BN MR HHS BEAL JEPL AR A FEEN SESE LEs SNV IR HAE RN LAY RS AR A BT ALEL B SR FLA Bl TR VEID St sasa GER NIEE W G0 THE TE RERL MY FEROTEN Seh S MR MAS Ms mhed e s e

wpi-gr
VPI~145 enterite necrotizante em bezxerro
Upi-207

239~
A37E--F gnterite necrotizante em humanos

KZ~393
Ki-Go4 fezes de carneiros normais

# Eastas amostras foram classificadas comd pertencentes ag

tipo O por YAMAGBIGHI et alii, 1987.

2 Condigtes & meios de cultivo

2.1 Condigies de cuitive

fin anostras de L. perfringens iszsoladas &m nosso

taboratorio fForam cult ivadas en anasrobiose, usando-se para

tal, Jarras "BasPak” adaptadas para obtenclo de ambiesnte
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anaershico que possibilitasse g cultive da  bhactéria  em
pondigles apropriadas & aoc mesmo tempo redurisse os custos do

metoda.

0 processo de adaptacio, por nds utilizadeo, baseou-
s no método de passivacRo do  cobre, descrite pelo Prof.
LSURGENSEN (JURGENSEN &  JUBGENSBEN, (982D, da Universidade
Federal Fluminenze, RJ. Resumidamente, o processo consistisa em
usar—-se “Hombril® como 18 de mgo émmprimidag efervescentes
de “Sonrisal® como fonte geradora de didwido de carbono. Estes
copprimidos, no momento do us0, eram colocados em SRCOS
plasticos contendo guantidade suficiente de dpua destilada
parra gerar uma  atsosfera de aprodismadamente 18X de C0g. A
fonte de cobre utilizads fol uma soluclo de sulfato de cobre a
%%, n& qumnl o "Bombril” era embebido momentos antes da vedasgEo

da jarra.

Juntamente com a3 placas de Petri semeandss, & Jarra
recebia também dois controless

a) controle guimico? consistia de um tubo contendo o
meio de tioglicolato ligquido, tendo come indicador do
potencial de oxi~redugdo, a resazurinag

By cantrole biologicof consistia de um tubo contendo
i} meio de citrato de Simmons semeado com  Pseudomnonas
agruginoss, bactérim merdbia estrita e gque, portanto, nio se

desenvolve en condigles de anaerobiose.
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Todos  os ﬁuitivcs de £. perfringens realizados en
meios sélidos foram incubados em Jjarra de anagrobiose montadsa
come descorito acima. s meios liguldos, entretanto, recebiam
putro  tratamento. Quando n8o usados  imediatamente apds o
prepara, eram regenerados, antes do o uso, por  aauecimento ewm
panho de dgua  Fervente, por 1L min para cada 1 wmi de meio
contido no tubo. Apds v Fervura os tubos eram IPErsSos nun
banho de gelio para resfriamento rapidoe & imediatamegnte

SERERAOE

e incubacies das culturas de C. perfringens foram
feitas =@ 37°0, &#m estufs bactericldgica {(Fanem), por um
periodo de 18 & 24 h pars os meios liguidos & de 48 b para os

meios sdlidos {Jjarra de anzserobliose).

2.2 Principais meias de cultivo

P.2.1 Heios pars manultengBo de cultura—estoque

Para estogue das culturas foi utilizado o meio de
carng cozida, preparado  com coragic de hoi moide & caldo
nutriente e distribuideo em tubos de rosca. O pH final do meio
era aJjustade para 7.5 & continha uma soluglo de sulfato de
neomicina a @,14%, gue  wbua come  um agente seletivo.
fornecendas as amostras de L. perfringens, naturalments a este

antibidtico, nesta concentragio.
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2.2.2 Meios para isclamento e identificagio

Foram utilizados o3 megiog de sulfito polimixina
sulfadiagina  (HP5) & "columbia agasr  base” (Difco) parda o
isplaments de amostras de L. perfringens. O primeiro meio
contem citrato férrico  em sua  formalagBo, o gque permitia =
localizacio de colbnias produtoras de HeB, de grande valia na
identificagao do €. perfringens. {0 segundo meio era preparado
segundo as instrugfes do Ffabricante ¢ acrescide de 5% de
sangue desfibrinadoe de carneivro bem  como de  umn soluglo de
gentamicina x 49 -ngmi de wmeig, utilizado também como agente

aseiet ivo.

2.2.3 Meios para identificacSo bioguimica

Y- amnpstras identificadas nos meios sdlidos,
presumivelmente, como ssndo L. perfringens,. sram submetidas =
uma bateria de testes bicauimicos para sun  identificacio
definitiva. As provas bdsicas por nds utilizadas consistiam
det FementacBo & digestBo do leite (meio de leite em pd a 54,
progugia  de gelatinase, HeS e prova de motilidade ("Tripticase
Teast Glucose Mediuam® - TYG - Difcey, fermentagBo dos
carboidratost sacarose, lactoze € glicose {("Cystine Tripticase
fgar” - BBLY, aval iagio de wigéncia respiratdaria {(TYH
acrescido de dgar, hemina & vitamina K), produgio de ureass
(caldoe simples acrescido de 2% de uréiady e producio de

lecitinase ("Columbia Agar Base” acrescido de gemn de ovol.
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2.2.% Meios para uso geral

Foram ubilizados rotingiramente em nosso brabalho os
meiosg de tioglicolato {°Filuid Thuyocglicollate Medium®, Difool e
e BHI ("Hrain Hearlt Infusion”, Difcal, ambos preparados de

arordo com as instrugies da fabricante.

2 Teste de microhemnglut inagio {HMHAD

Diluittes ssriadas das suspensfes de L. perfringens,
apés centr ifugagio = 3e9¢ rpm por 48 minutos ou  dos
sobrenadantes destas culturas em PHES @,85 M, pH 7,4, Fforam
homogsene izadas  em placas de microtitulo com uma  guantidade
gauivalente de suspensBo de hemdciang & 2X. As placas de
microbitulo foram deizadas &8 temperatura ambiente sendo o
resultade dos testes 1ido apds a sedimentaclo dos controles.
De rotina, usavam—-sg ﬁ@dyl da suspensio bacterians g 5@jui da
suspensio de hemdclas, sendo estas de diferentes origens. Lomo
controle da reaclo usava~-se a suspensio de hemacias sem adi¢io

de bactérias (COLLEE, 1964).

{ias cuparimentos tambén  foram realizados mantendo-se

g placas de microtitulo a 4%,
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3.1 Preparo do suspensio de hemdcias

Aas  hemdcias  utilizadss nas  provas de MHA  foram
coletadas  em so0lucBo anti-coagulante de Alsever (LIMA, BOARES,
GRECO,  GALIZZT & CaNQADG, 1977) e wrmazenadas em geladeira. fAs
hemacias de cobaia e de galinha eram coletsdas & usadas no
mesng  dia. Para uso, as  hemdcias eram  lavadas {rés vezes em
PES 9,95 M, pH 7.4, centrifugando-as n 2509 rpm, por 5 min e
por fim, ressuspensas e padronizadas a 2%, no mesmo tampdEo.
Hemacias de védrias origens foram utilizadas: coelho (COE)Y,
cobaia (COB), carneiro (CAR), galinha {GaLY, boi, cavalo (AW

g humansa {(HUM).

2.2 Preparo da suspensBo de bacteérizs

Para ohtengio das suspensises bacterianas de Ca
perfringens foram utilizadas culturas de 18 8 24 h, em BHI. A
cultursa gra centrifugada s 36900 rpm por 1€ min. 0 sobrenadante
gra  coletando em um frasco de penicilina estéril para posterior
utilizag8o no teste de MHA e o sedimento ressuspenso em PBES
9,05 M, pH 7.4, numa concentracio equivalente & escala 19 de

Mac Farland (BIER, 198€).

4 Teste de asderéneia em cédliulas Hels

Para o snsaio de aderéncia em célulzss Helas Fforam

utilizados tubos de Leighton contendo uma monocamada celular
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semi-canfiuente. apds 24 h de incubaglo das células, o meio de
rultiveo {(Eangle, Interlab) era desprexado g substituido por 1,0
ml do mesmo meio, 86 que agora contento 2X de  soro fetal
bovino (SFB). Az amostras bacterianas foram cultivadas em BHI
por 418 k., a 3790 e um  indculo de @,1 ml de cmda culiura fol
inoeulado em um tubo de Leighton e incubado a 3790 por 38 min.
fis  laminulas foram, entBo, lavadas & vezes em tampic PBS-T
(Nalll =~ Ba, K1 - &,29, NapHPU./Hall ~ 4,189, KHaPOa - @.23 &
agua  destilada 1006 a1, fixadas com metanol (Carlo Erbal por

2¢ min & coradas (SCALETSKY, BILVa & TRABULEI, 1%9384).

4.4 Colorag8o e wmontagem das laminulas

fe  laminulas contendo as celulms 48 fixadas foram
coradas, primeiramente, durante B min com uma solugio de May-
Grinwald = 2% em metanol p.a. (8eel), dilufdo & 132 em solugHo
de Sorensen (LIMA et alii, 1977} & em ssguida, coradas darante
18 min, pelo Oiemsa (Reagen) dilufdo a 1319 no mesmo tampHo.
Por Fim as laminulas foram lavadas védrias vezes com  FES-T,
mecas  em estufa, fratadess com xilol (Merck) & montadas sobre

hbalsamo do Canadd (Reagen).

4.2 Determinacio do indice de mdesio

Para determpinarmos o indice de adesBo, as laminulas

Foram pheservadas B microscdpio dptico, gacolhendo-se

sleatoriaments oS campos, tomando-ss o owidado de contar tanto
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cédlulas do centro como da periferia da  laminula.  Foram
contadas 199 células por laminula & & guantidade de banctérias
aderidas por célula. 0 resultzdo do tegte fol calculado comp =
média de bactérias aderidas nas 199 cdlulas contadss. Todos os
gxper imentos de ader@necia  Foram realizados em duplicatas @
calewliado o erro padr8o da média dos resultadoes obtidos

(BIGHOP, 196&64).
5 Testes de inibig80 da aderéncia em células Hels
5.1 Inibigio com o sobrenadante das culturas em BHI

Para o teste de inibigRe da aderéncia com o
sobrenadante, uma cultura de €. perfringens de 24 h, em BHI,
foi centrifugada 8 3999 rpm por 19 wmin. 0 sobrenadante foi
guardado em um  frasco estéril e usado no teste da seguinte
mangiradr ©@,3 wml do sobrenadants foram colocados  sobre &
monocamnada de celulas Hela no tubo de Leighton e incubados a
7=, por 30 min, zem agitaglo. Apds este periodo, o meio de
cultiveo das cédlulas contendo o sohrenadante fol  desprezado,
sorescentando-se, em seguida, §.9 ml de neio de Ezagls nove,
contendo 24 de SFE & 9,1 w1 da culturas totsl de .
perfringens, &m BHI. 0 ftubo de Leightmn‘Fmi novamente incubsdo
A 370, por 30 min e o teste realizado como descrito no item

4“



5.2 InibicHo com o© sobrensdante precipitade com

sulfato de amdnio

S5.2.% GhigngEo de precipitado R partir do

sobrenadante da amostra 532 de . perfringens e BHI

A partir de uma pré-cultura da amostra 532 de C.
perfringens em HBHI, incubada por 8 b, = 379, repicou-se a
amostra  para outvros guatro tubos de BHI, incubados por 18 b, =
A7er, 0 contelddo destes tubos foi transferide pwsra um balio
contendo 3 litros de BMI  esstéril, sendo esta nova cultura
incubada  em estufa an 379, por 24 h. Apés este periodo, =
cultura  fol centrifugads em cacapas pldsticas, em aliguotas de
209 ml, u 1€@4¢ rpwm, por 19 min, ® 4%C. Og scobhrenadantes assim
obtidos foram transferidos para frascos de vidro estéreis e

congelados a ~189C.

No wmomento do  usc, o sobrenadante assim obtido foi
descongelado & precipitado com concentragies corescentes de
sulfato de aminio ({(NMHa) 280,72 {(Merck), de modo = obter—se
precipitados  com 290, 45, 460 ¢ 88% de saturagico do sal. As
wliguotas obtidas apds cada precipitaclo foram dialisadas
contra tampfo PBS 0,05 M, pH 7,4, sob agitagBo, a 490, até
reagBo negativa com  reative de MHessler. Em seguids, o
dialisados fFforam transferidos para frascos de vidro estéreis e
identificados. Antes  de serem congelados A 18, o5

dialisados foram dosados quanto ao seu conteddo proteico, pelo



metodo de LOWRY modificado (HARTREE, 4972) e ssu conteddo
polissacaridico, reln  método de DUBOIS  (DUBQIS, GILLIES,
HAMILTON, REBERS & SMITH, 1954), sendo, entio, reservados pars
uso posterior em testes de inibigfo da aderéncis em cédlulas
Hela. s precipitados assim obtidos foram testados de maneira

idéntica % descrita no item 5.14.

5.2 Inibic80 com antissoro

Para o teste de inibigdo da ader@ncia em cdlulas
Hela, com o antissoro preparado contra a bactéria total (item
&, reaginos  @,3 mi e uma suspensio bacteriana, de
concentragio equivalente z escala 19 de Mac Farland com €,% ml
de =zoro anti-anostra 532 de C. perfringens, por 3@ min, =
A7er.  Apds este perifodo, a mistura foi centrifugada & 30090
rpm, por 1% min & o socbhrenadante, desprezado. As hactédrias
sedimentadas  foram ressuspensas em PES 9,95 M, pH 7.4 pars o
volume original 8 @,1 ml desta suspensBo, colocado em um tubo
de Leighton contendo 1.9 ml de meio de Eagle acrescido de 2%
de HFB.: tendo sido o teste realizado conforme descritn no item

4.

5.4 Contagem dos testes de inibi¢io

Para cada teste de inibigio foi preparado um teste-

controle de aderéncia tom a mesma ancostra, no mesmo d4ia € DRS

mesmas  condigies. Em cada teste contavam-se 198 célulms,
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registrando-se o numero  de bactérias aderidas por célula &
calculando~se = média correspondente ac ndmero de bactérias
aderidas  por célula. Caleulava-se, entlo, o indice de inibigio
goorrido em relagio ao controle. Todos os experimentos foram’
realizados  em duplicata e calculade o erro padrBo da média dos

resultados obtidos (BISHOP, 4i944).

&. Preparo de antissoro anti-Clostridium perfringens

{bactéria total)

4.4 Preparo da suspensio bacteriana para imupizogio

de coelhos

Foram esscolbidas duss amostras de L. perfringens (64
& 832 para o preparo das suspensies bacterianas w serem
usadas na imunizagio de coelhos, para obtengdoc de soros anti-
bactéria total. {3 prepare da  suspensio foi realizado segundo
BatTTy & WALKER, 419863 e segniv 0 seguinte esguemnd para cads
amostra foi semeado um btubo contendo meio de carng cozida @
incubado por 8 h, &8 37, Um indoculo de cada uma destas
culturas fol repicado para tubos contendo caldo glicosado a L%

& incubados por 16 h, 8 370,

Apde  gate perindo, ws culturas  em calde giicosado
Foram centrifugadas a 29809 rpm . por 1% min, & A¥0 g og
sedimentos  obtidos Foran submetidos & coloraglo de Gram (BIER,

L9gé, para verificar B purezn das  amnosiras €. 8 PrESENCR
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gxtlusiva de células wvegetalivas. & partir destes sedimentos

foram obtidas as suspensies bacterianas de duas mangiras?

a) Bactérias mortas pelo calort

s sedimentos bacteriancs obtidos foram acrescidos
de soluciko salina 0,49 M estédril & centrifugadas a 3088 rpm
por 1@ min, & 49, Apds varias lavagens, as amostras foram
ressuepensas em salina & homogengizadas vigorosaments em um
agitador Mixtrowm {Leucotron Equipamentos 8748, de forma a
produzir SUSPENSTES bastante HomogEneas. Apos @
homogeng izagdo, as suspensfes foram diluidas em salina  de
acordo  com a gscala 3 de Mac Farland e levadas a farvura por

BY ming

) Bactérias mortas pelo formols
fle smedimentos bacterianos, obtidos conforme descrito
anteriormente, foram ressuspensos  emn solugfo salinz contendo

.0k de formeol e deixdados 3 490 por 24 h.

s antigencs preparados a partir das amostras 64 e
32 foram submetidos & teste de esterilidade antes do uso. As
preparacses  antigénicas Fforam semeadas em duplicatas nos meios
de BHI (Difco), tioglicolato (Difcod e a@gar—sangus {BIER,
1988). 0Os tubos de BHI & tioglicolato foram incubados a 3790
por 24 h e as placas de dgar-sangue foram incubadas em Jarra

e anaegrobiose, = AF,  por 48 h.  Todos oz tubos  se
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apressntaram  negat ivos pars orescimento bacteriano apds 8 dias

Fodl
de obser vaERo .

6.2 Fsquema de imunizagio

0 esqguems de imunizagio utilisasdo foi o descrito por
BATTY & WALKER, 41943 & consiste no seguinte? suspensies das
bactérias mortas pelo calor ou tratadas com formaldeide foram
indetadas intravenosamente em  coelhos Nova Zelindia, do sexo
femininog, com 4 meses de idade, em intervalos de 3 dias, &m
doses de ©,%, 1,9, 4,5 w1l € & doses de 2,9 ml. Apds 7 dias da
ditime dose, procedeu—se n sangria de prova dos animwmis
imunizados & tendo-se detectado titulos adegundos de
anticorpos através de téenica de agliutinagBo em  18minm,

realizou-se & sangria dos aningis.

&Ha8 Titulagio de ant icorpos por testes de

aglut inacino

(s anticorpos  presentes nos  soros dos aningais
imunizados foram dosados  tanto por teste de aglutinacio semi-
guantitativo em 18mina, reagindo~se guantidades crescentes de
BOF O GO UmE guant idade fiuxa de suspensio antigénica
padronizads, como  também através de teste de aglubtinagio
gquantitativo em tubo, utilizando-~se diluigdes seriadas do
antissoro gue  reagiram com  um  volume fixe do  antigeno

padronizade, acrescentado em cada tubo de reacBo (éiﬁﬁ, 1988 .
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7 Teste de hidrofobicidade
7.i Preparo dos reagentes £ da suspens8o bacteriana

Este teste fol realizado segundo as descrigfes de
HOMDA, KHaAN, TAKEDA & MIWATAMI, 4983 & DILLON, FUERST, HAYWARD
& DAVIS, 1984, Inicialmente, foi preparada uma solugldo-estoque
de fosfato de sodio {Reagen) 8,2 H, pH 4.8 (ajuste feito com
solucBo de NHLOH a 19%) & pars  uso nas reagdes, foi dilﬁfda
199 wvezes am adgun destilada. Em paralelo, foi preparada uma
saluglo-estogue de sul¥ato de amdnio {(Merck) 4M, a partir da
gqual foram preparadas diluicties em tampio fosfato 8,092 M. pH
4,8, partindo-se de 4,2 M até €,5% M, variando-se de @.05 M en

6,0% M e de #,5 M até 9,95 H, variando-se de ©,05M em 0,05 M.

As  suspensdies bacterianags a serem ubtilizadas neste
teete Foram cultivadas em BHI (370, 24 h) e =apdz este
periaodo, centrifugadas a 3€929 rpm por L8 min. s sobrenadantes
foram desprezados ¢ oz segdimentos bacter ianos ressuUsPeEnsos €mn
tampRo fosfato 9,002 M., pH 6,8 para uma concentracio de 5x1€%

bactérias/ml.
Fu.2 O teste
Para =& rea}ixagﬁa do teste de hidrofobicidade foram

utilizadas placas de cultura de tecido de fundo chato onde. em

cada orificio, forsm colocados Eﬁ‘fﬂ da suspensio bacteriana &
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i) J}i de cada diluigBo de sulfato de aminic. A placa #ra,
entio, @gitada por 2 min, = temperatura ambiente € a leitura

da reacBo realizads com o auxilico de uma lupa.

A rescio era considerads positiva quando 3 maioria
das bactérias se encontravam agregadas, apresentando uma
soluclo clara contendo sgregados brancos, com um  di@metro
aproximado de 4749 mm. & reagio era considerada negativa
gquando pouceo ou nenhum agregado era formado, apresentando-sze =

solugio de Ffundo, opalescente.

Controlest todas ss  lgituras gram  compRradas ocom &
reacio oabtida na mais alts molaridade do sal (4 My, sendo
este, o controle positivo. Suspenstes bacterisnss misturadas
caom tamplo fosfato €,092 M, pH 4,8, sem gqualguer adiclo do sal
gram usadas como  controle negativo. Foram consideradas comd
amostras hidrofébicas, aquelas queg apresentaran FERALAG
positiva nas meis balxas concentracfes de sulfate de aminio

(4,8 M ou menosl.
8 Teste da alga intestinal ligads em leitides
8.1 Obtengio das culturas bacterianas

Duas =amostras de €. perfringens (832 g UPI-140)

Foram cultivadas em meio de BHI, por 18 h, & 37°C.



A ocultura de gadtda  amostra  Foi dividida em duas
aligiotas. Uma delas Foi ressrvads como culturs total & =
outra centrifugada & 3989 repm, por 19 min € ressSUSPENSa €W UM

volume sguivalente de  BHI estéril. A& concentragfo bacterians

foi caloculada por composvracBo con 8 escala de  Marc Fariand,
ohtendo~se  198® & 19" bhactdrimss/ml. Foram injetados 6.5 nml

destas  suspenstes nas  aleas intestinaie dos leitfes, com o

muxilio de uma serings estéril.

8.2  teste

Fara HE  RPrOovas de aderénociz  "in wviwe®, foram
utilizados leitdes da racs Landrace, do sexo feminino, pesando
i kg, recém-nascidos por ;aaariana, g classificados como
animais livres de germes patogénicos (5PF), apresentando
populag®o de bactérias dam Ffiora intest inul o mal
praticamente nula, conforme exames histoldgicos realizados
o Omo controle. Estes animais Fforam privados de mamar o
colostro & nBo ingeriram sequer dgua até o momento da cirurgia

{4 horzas apses o hascimentol.

Para A cirurgia, o$% animznis foram snestesiados
intrapuscularmente com uma  associagio de Stressnil (Rhodial) e
Rohypnol  {(Roche), na concentragiio de iﬁwﬁ@(ﬁgfkg gde peso, COm
relagdo a cads um destes medicamentos. Apds antissepsia  do
campo  cirdrgico com #Alcool jodado a 8%, foi feita uma incision

gde  aproximadamente 8 om na linha smedisgna da parede asbdominal,
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tendo como ponto mddio a cicatriz wumbilical. O intestino
delgado Foi sxposto & nao precisouw receber nenhum tipo de

1AVASEN.

Apds m exposiclHe do intestine, partindo-se de uma
distancia de 19 om do estomago, no  sentido priéximo-distal,
foram Feitas rigus ligadas de aproximadamente 5 om czada ums.
BEMPEE intercaladas por uma alea menor de 2 om (interalgal. Em
seguida, cada alga Foi incculada com 8,5 ml da suspensio

bacteriana a8 ser examinada.

fipsés  w inocualagBo, o3 intestinos foram recolocados
na  cavidade abdominal, procedendo-se & sutura do peritiénioc,
camada muscular ¢ pele. Em cada animal foram feitas 19 algas,
incluindo-se of controles: salina 6,15 M estéril & meio de BHI
gatéril. Apds i g 3 h da girurgia, os animais {foram
gletrocutados  com uma corrente elétrica de 220 V, procedendo-
se, om seguida, & abertura da cavidade abdominal., 0 intesting
delgado sra retirado, =as algas identificadas £ examinadas
guante  an acdmulo de liguido, sendo o material  prontamente

fivado pars as preparactes histoldgicas.

8.3 FixagSo do material para inclusl8o em parafina

Cada  alga intestinal, obtida como descrito acima,

i gatendida sobre uma placga de Peitri g o gsegmento central,

cortado com uma  daming de ago afiads (Fragmentos de 4L cm) @
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imerso  em formalinag tammponada (YAMABISHI &t wlii, 1987, onds

permanecia por 24 h.

Apds a fixagHo, o material foi incluido em parafina
& processado para cortes histoldgicos de % =& & Jam de
gapessura, tendo sido  esta gtaps realizads no Departamento de
Histoulogia g LDEmbrioclagia, o Instituto de Biologia, d=n
UNICAMP, sob a orientzgBo do oPra¥u Dr. AURED TATSUMI YaMADA.
s cortes foram corados com  hematoxilinaseosina ¢ examinados
em microscipio optico, gm mumento de 4€¢ e 199 veres. Alguns
cortes foram separados & submebtidos & coloracHo de Gram pars
demonstragiio de bactérias em cortes de tecido, pela tdonics de

BROWM E BRENN (MOWRY & MOMANUS, 1964F € também examinadas por

microscopia dptich.

2’4 Tratamento enrimatico da amDstraz 532 de E&

perfringens

Foi realizado um teste de aderénciz em cdlulasg Hels,
utilizands a amostra £32 de C. perfringens trabtasda com trés

toncentragies diferentes das enzimas tripsina € protorse.

&as  enzimas Foram diluidess utilizando-se 8,05 M de
HERES {(deido H-2 hidraxitril piperazine - WY e DT e
gtanonsulfinico) como estabilizante dos respectivos diluentes

das snzimas. No quadro ¥ constam 3 procedéncia das enzimas, as

cancentracies utilizadas e os respectivos diluentes acrescidos



do sal acims mencionado, tendo sido o pH Final das solugtes
meertado com NaOW &,4 M & HEY 9,4 M (BARTUS, ACTOR, SNIPES,

SEDLOCK & ZaJal, 19855 .

Moo gxper imentos enzimat icos, an cuituras
bacterianas foram inicialimente cenbtrifugadas & padronizadas no
tamplEo correspondente da  reagBo (quadro Vi. Foram colocados,
gntdo, em tubos de vidro, i 51 da  suspensio de bactérias
padronizadas & 1 ml das diferentes concentracoes das snzimas
em andlise. Em cada experimento, reservava-se um tubo para
controle da reagBo, com as  bactdrias ressuspPEnSRS  APENAs no

diltuente das gnzsimas.

#5  bactédrias permaneciam  em contato com a8 snzimas
por i hora, @& 3790, sendn, apds, centrifugadas & lavadss en
tampioc PBS .85 M, pH 7,4, Depois de lavadas, =2z bactérias
Eram  FESSUSPENSAs ne  mesmo tampRe & submetidas a teste de

aderéncia em cé€lulas Hela, conforme descrito no item 4.
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Guadroe V- FReagentes & respectivas concentragfes utilizadas

nos ensaios enzimaticos

Reagente Origes [iluente pH concentragies analisadas
{gg/ml}

TRIPSINA Sigma 8,91 Hall + 1a¥ Call, 7. b §,.25: 2,8; 14,9

PROTEARE Sigma PAS + | o La** ¢ ipH Hg™ 7.8 8,6120; 9,825 8,85

i9 Tratamento da amostra 5832 de E: perfringens com

metaper iodato de sdédio

i9.41 Preparo dos reagentes & da suspensio bacteriana

Inicialmente, foi preparada uma solugBo de acetato
de sdédio (Merck? @,4 M. Como egsta soluglko &€ alcalina, foi
adicionado dAcido acdtico glacial, sota w gota, atd a soluglo
atingir o pH 4,4, antes de se completar o wvolume Final de

PIrERPArd.

Foi, também, preparada  ums solugBo de metaperiodato
de sadio (Sigmal) 20 mM. Para isto, o0 sal fToi primeiramente

dissaolvido em agua destilada, sendo, em seguida, feita adigio
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de tampio ancetato de sdédico @,1 M, pH 4.4, gue permitiu =

copplets solubilizagio do sal.

Pa?a ghtengio da suspensBo bacteriana, n amostra 532
de L. perfringens ol semneads em meic de BHI e incubada =
37°0, por 24 h. Apés sute periodo, 3 cultura fol centrifugada
a A9 rpm por 19 min, o sobrenadante desprezado £ o sedimento
bacteriano ressuspensc em PEE  @.85% M, pH 7,4, para uma

concentragio correspondente o escala 1€ de Mag Farland.

ig.2 O teste

Partes igunis d=a suspensao bacteriana, obt ida
conforne tdescrito acima e da solugio de metaperiodsto de
sddia 29 mM  foram mistwradas em tubo de ensaio & mant idas em
banho-maria =a 379C, por 3¢ wmin. épds este periodo, a mistura
foi centrifugads 3 3999 rpm,. por 49 min, o sobrenadante
desprezado & o sedimento bacteriano ressuspenso em tampao PBS
P,8% M, pH 7.4, para o volume original usado na reaglo. Esta
suspensio bacterisna foi usada no teste de aderéncia & células
Hel.a, usando-se, como controle da reaglio, uma  suspensio  da
ambstra 532 de L. perfringens gque nRo  recebesuy  nenhum

tratamento.
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ii Obten¢io de extratos Acidos da amostra 532 de C.

perfringens

$£i.1 Extrato obtido com acido acético @,93 H

A amostra 538 de £. perfringens foi cultivada em
mein de BHE, por 24 h, & 37°. Apds este pericdo, s cultura
Foi centrifugada 2 24999 rpwm, por 19 min. 0 sedimento
bacteriano obtido fol lavado duas vezes em soluglo salina 2,15
M e, em seguida, ressuspenso  em  Acido acdtico 0,83 H =
colocado #m tubo de snsaio para fervura durante 4% nin

{(FESTANA DE CABTRO, comunicagio pessownll.

apds gata stapsa, @ SUSPeEnsio foi novamente
centrifugadsa a8 HOd9e rpm, durante 26 min, separando-se o
sobrenadante {extrato bacterianal. 0 pH acido do extrato foi,
entBao, neutralizado < Om uma solugio de hidraxido de sédio
@,1 N, n +Fim de se obter pH 7.8 {testado em papel indicador
Merck . Depois de acondicionado em fFrasco com tamps  de
borracha, o exirato foi congelado s ~18%° & reservado para uso
Em teste de inibigRo de aderéncia em células Hela e

imunod i Fusdo em gel (Outcherlony) (ROESEL, 198i).

£1.2 Extrato obtido com acido cloridrico 9,2 H

A mpostra 832 de €C. perfringens ol cultivads &m

meio de BHI, por 24 h, a 37%C, Apds este periodo, a cultura
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foil  centrifugsads & 389¢ rpm, por 1@ min. 0 sedimento obbtido
ol suspenso gm PHES contendo HCL 2,2 N & mantido em sstufa =&
A7e0,  por 2 h, com agitngles periddicas. Apds este periodo, =
suspensio foi centrifugada e o sobrenadante obtido flextrato
acterisnnd foi neutralizado com NaOH @,4 N (BIER, 198Bés. O
extrato fFoi acondicionado em frasco de vidro e congelado s -~
189 para uso em teste de inibiglo de adergncim em células

Hel.a & imunodifusBo em gel (ROESEL, 1984i%.

i2 Microscopia elebrinica

Fatn etapa de nosso btrabalho foi desenvolvida no
Gentro de Microscopia Eletrénica, do Instituto de Biologia,
sob orientacio da Prof® Drd MaRIA aALICE D& CRUZ HMOLFLING.
$2.4 Técnira de contrastaclo negativa com #Acido

fosfobungst ico

Feta técnica consistia em contactar uma suspensio
bacter iana {cultura total de C. perfringens em BHI) com una
tela de cobre previamente coberta com parlddico & uma fina
camada de carbono, por um periodo de Z a2 % min. Em seguida, a
suspensio bacteriana excedente, que nlo aderia & tela, foi
removida  com o auxilio de um papel de filtro & sobre ela foram
colocados i@/pi de uma soluglo aguosa de acido Fosfotdngstico
a 4% (Reangend. Apds 2 min de contato, o excesso do a&oido foi

retirado com papel de Filtro £ a3 tela colocada numa placa de



Petri, coberta com papel absorvente. Apds secagemn  da tela n
temperatura ambiente, gatan era obhservada ao microscipio
eletrinico de transmissie Zeiss EM 926-2, opsrado em 62 KV, do
Centro de Microscopia FEletronica do Instituto de Biologia da

UNICAMP .

i2.2 Técnica de inclusio em resina Epon

i2.2.4 Preparo das bactérias

Farsa uso nesta tdenica  foram cultivadas guatro
amostras de O. perfringens (832, 208, VPI-4415, JaB-1) em BHI,
por 24 h, = 37®0. Apds este periodo, as culturas foram
centrifugadas a 3008 rem, por 1% min e em seguida, lavadas
trés wveres em PBES 6,02 M, pH 7,4, por centrifugagio a 3000 rpm
por 49 min. 0 sedimento bacteriano fol tratado ou nio com soro
ant i-amostra 832 de €. perfringens antes do processo  de

Fivagcio.

i2.2.2 EstabilizacZo de estruturas de superficie com

ant issoro

{3 tratamento das células bacterianas com antissoro
produzido contra a bactéria total, morta pele calor, foi
realizado segundo MACKIE, BROWN, LaM & COSTERTON, 1979 =@
consistia, resumidamente, no seguinted 2,15 ml de soro anti-

amostra 832 de L. perfringens, nhio diluido, foram aplicados ao



sedimento obtido conforme descrito no  item anterior, por um
periodo de 1 hora, = 3790, com mogitagis freguente. as células
hacterianas foram, entBo, centrifugadas, lavadss com  PBS =

submet idas ao tratamento de pré-fizacio em glutaraldeido.

i2.Ru3 Pré—Fixwagio &m glutaralideido

Para ag  observagtes posteriores, através desta
teenica, nossis amostras  Foram divididas em dois grupos. Um,
gue  recebeu tratamento com anbtissoro e outro, controle, que
nio recebeu esse tipo de tratamento. Asbos o8 grupos  foram
pré-fivados por 38 win em 5 wl de glutaraldeido (Herck} B ok
em  tamplo cacodllato 8.2 M. pH 7,4 {preparadoe & partir  do
dcido cacodi{lico, Sigma), tendo sido cads grupo dividido em
dois  sub-grupos, sendo gue, um deles, teve acrescido nm
soluglo de glutaraldeide, 9,1%% do corante vermelho de ruténio
(Gigmay (LUFT, 4971). apds este periode, as ¢élulas foram
centrifugadas = 3908 rem por 19 min e encapsuladas em #gar a

4% (Difood (JACQUES & FOIRY, i987).

i2.2.4 Encapsulamento das bactérias em agar 4%

Para o encapsulamento das bactérias em dgar, foi
preparada  uma solucgBo  aguosa de dgar a 4%, que foi Ffundida no
momentsn de uso e mantida em banho-maria a3 4590, 0Oz tubos de
centrifuga contendo os sedimentos bacterianocs tratados e nio-

tratados com antissoroe  também foram mantidos em banho-maria a



4590, até estabilizacgEo da temperatura. Entdo, uma  pequena
gota de dgar = 4% foi transferida para o tubo de centrifuga
com o auMilio de uma pipeta pré-asguecida # este foi agitado

gpent Iimente para suspender as cdlulas no dgar.

{ls tubos de centrifugs, apds receberem O &gar,
tiveram seu conteddo imediatamente vertido sobre uma l8mina de
vidro gelada, de tal Fforma gue © agar se solidificasse
imediatamente apos o contate com = l18mina fria. Apds =
ﬁmiidéFicaaﬁoi do dgar, @8 pequenas placas achatadas Formadss
gram cortadas com uma  18mina afiada en cubiculos de

aprodimadamente 1 mm®,

Apds  este tratamsento, mns células encapsuladas  de
cada  um dos subgrupos foram submetidas ao processn de Fidaclo,
novamente ressalbtando-se gue doils deles receberam vermelho de

rub®nio na solugio fixadors (JACGUES & FOIRY, 1987).

i2.2.5 Fixag8o das buctérias em glutaraldeido

s  peaguencos cubos de agar, contendo as bactérias,
Foram Finados em glutaraldeido = 5% em tampio cacodilato
2.2 M, pH 7,4, durante uma noite. s subgrupos tratados com
vermelho de ruténio receberam 9,95% dests corante na solugio
acima & foram fixsdes da mesms maneira. No dia seguinte, os

blocos de agar receberam a fixagio pelo tetrdxido de dsmio.



i2.2.6 Fiungio pelo tetréxido de dsmio a 1%

fs  Emostras incubadas por 18 b ocom glutaraldeido a
5% em tampAo cacodilato contendo ou nfc vermelho de ruténio
foram lavadas B vezes em tampHo cacodilate &,.2 M, pH 7.4, por
16 min cada  lavagem, sendo gue os  subgrupos tratados  com
vermelho de ruténio tiveram $,25% desse corante aorescido no

tamp8c.

Apos  as lavagens, as amostras foram  Fixadas  con
tetrdxido de dsmic = 1% em tanp8o cacodilato @,2 M, pH 7.4,
contendo  ©,85% de vermelho de ruténio, onde necessirio, por 4
e Apds gste periodo, as amostras foram  lavadas 5 vezres &m
tampio cacodilato, por 490 min em cada lavagem & contendo
tambhém wvermelho de rut@nio nos .subgrupag que receberam este
tratamento. Terminadas as iavagens, &g amostras For an

submet idas a0 processo de desidratagio.

i2.2.7 Desidrataglo ¢ inclusio

As amostras foram desidratadas em  acetona (Ecibra)
gradusda {38, 32, 79, ¥9 e 190X, sendo gug &m ﬁada‘graéaaﬁm
as amostras permaneceram 39 min & foram submetidas a  duass
passagens em acetona pura. Oz subgrupos btratados com vermelho
de  ruténio foram desidratados da  mesma forma, com 2 ressalva
de que as soluctes de acebtona 39, 50 g 70X receberam cadi ums

@,8%% de wermelho de ruténio.
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Apos AY  PRSHAYENS gem  wmostona pura, esta foi
desprexada & as amostras embebidas  em uma misturas de Epon -
acetona 4 0§ 1, VWY, onde persaneceram, » temperatura ambiente,
por A8 h, em frasco aberto inclinado. Em seguida, processou-se
Y inclusio do material em resina Epon-8412, utilizando-se =
forma meédia descrita por LUFT, $944i, gue consistia g m
Juntar—se partes lgu=nis das misturas & € B g guantidade
suficiente e acelerador P -39 (Z,4,& tridimetilamina—
metil  Ffenol) para obtencBe de blocos de média duresa. Os
hlocos PEFMRNSCENRN &m gstufa  a A9 até & Completa

polimer izacio do Epon.

iZ2.2.8 ObtencRo de cories semi—-finos

s cortes semi~finos, deg aproximadamente QgﬁdFm de
gepessura, foram obtidos em ultramicrdtaomno Sorval Porter-hlam,

MY¥-2B, com ubtilizacio de navalhas de vidro.

Estes cortes foram coletados em  18minas de vidro e
depois de secos ¢ ader idos nas referidas 18minas, processou-se
& sun coloracHo, gotejando-se sobre os mesmos solugio de azul
de toluidinag a 5%, em  borax. Depois de coradoes, o8 cortes
Foram lavados rapida & delicadamente em dgus  corrente  para
remogao  do extesso de  corante. As  1dminas  foram secas A
temperatura ambiente & examinadas em microscépio dptico Zeiss,
com objetiva de  imersBo, para selegHo dos blocos centendo o

material desejado para ochservagBo so microscdpio sletrinico.



iZ.2.% OhtengBo de cortes ultra-finos

Cortes ulitra-finos de aproximadampente 3050 nm  de
espessura, apresentando coloragBo gque wvariava do cinza a0
levemente dourado, segundo a escala de cores de interferénciz
proposta  por PEACHEY, 4958, foram obtidos em ultramicrdétomo
Sorval Porter-blum, MT-2B, com utilizagRe de navalhas de

vidro.

Eetes cortes foram colhidos em telas de cobre e
contrastados em soluglo agquosa de acetato de uranila a 2%, por
A% min, » temperatura  ambiente (WATBON, 1958). Depois de
rapida  lavagsm em  dgun bidestilada e secsgem, os cortes foram
colocados na superficie de uma gotw de citrato de chumbo a 2X
em  solucBo 4 N de hidroxido de sdédio (VENABLE & COGGESHALL.
1968, modificado? por 2 min, a tewmperaturs ambiente e dentro
de placa de Petri selada, onde grande parte do didxido de
carbonto & absorvido por pastilhas de hidréxido de sdédin.
Depois de vrdpida € cuidadosa lavagem em dgua bidestilada, as

telas FOram S8CRE8 AL RF .
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YII RESULTADOS

41 Teste de hemagliutins¢cBo em placas de microtitulo

{MHAY
Vdrios testes de hemsglutinacgHo foram desenvolvidos
i) nossn  trabalho, sendo  que, inicialmente, Procuranns

padronizar as melhores condigies pars & renlizacBo dos mesmos
hemn oMo desenvolver estudos sobre 05 fatores g

influenciavam este tipo de reagio.

i.4 Infludncia do aeic de cultivo

f.i.d Dultivo em meio sd6lido

Alaoumas amnpsiras  de C. perfringens. sscolhidas
aleatoriamente,  Foram cultivadas em diferentes meios de
cultdara sélidos, suspensas  em PERS 6,85 M, pH 7.4 segundo =z
gacala 1€ de Mac Farland £, gm  seguida, examinadas ausnto &
sun  capacidade hemaglut inante frente 5 hemdcias de ourneiro
(LAl ., coglhs (COEY ¢ cobaia (COBY. (s resultados obtidoes sHEo
apresentados na Tabela 1 g expressos como a reciprocs da mais
alta diluigho da suspensio bacteriana que apresentou reaclo

posit iva.



Tabela 1. InfluBncis do cultive em meios sdéiidos, sobre =
capncidade hemaglutinante, 3 temperatura ambiente,
de algumas amostras de L. perfringens frente =2

diferentes hemacing.
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LDome pode ser observado na  Tabela 4, os melhores &
mais fregientes tltulos hemaglutinantes foram  obtidos com as
baotérias cultivadas em  meio de HBHI solido & "Columbia Agar
Base". O meio PS8 fol o menos expressive, no gque diz respeito

B reagies positivas de microhemaglutinag8o (MHAY, frente &s

hemacias sxaminadas.



1.1.2 Cultive em meio liguido

frs mesnas ancosiras examinadas guanto a  capacidade
hemaglut inante, apds culbive em meio sdlido, foram também
estudadas  wpds cultive em meio liguido, frente aocs pesmos
tipos e hemdcias. As reacdes Foram realizadas a temperatura

ambignte, com a oculturaza total da baoctéria 2 os resultados sio

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Infludneia do cultive em meios liguidosn, soabre
& capacidade hemaglut inante, R temperatura
ambiente, de algumas amostras de L. perfringens

Frente a diferentes hemdo ias.
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i ot i & 2 ié
YIII ; X i - - 14
: X I g8 2t 258
; A H 2 2 2
294 } % I - 2 -
H X HIH =4 8 !
"filuid thyoglicollate medium”

meio de DUNCAM & STRONG modificado por UEMURA para
gaporulacio de L. perfringens (UEMURA, 1979
BHI: "prain heart infusion”
®¥% Reciproca da wmais alta diluicEe que apresentou
resultado positivo :



Podemos observar na  Tabela 2 que, para as anostras
examinadas, o meio de BHI 1igquido foi o que melhor favorscsuy a
capac idade hemsglutinante das bactérias. [0 meio BM., gus
estimgla a esporulacio do L. perfringens & o meioc de
tioglicolato nBo foram 8o satisfatdrios gquanto o de BHI,

neste tipo de rengBo.

Devido a Ffacilidades pratices £ baseados nos
resulitados  acima, padronizamos, para uso posterior, somente ©
meio de BHI liguido pars cultivo do . perfringens » ser usado

nas reangies de MHA.

1.2 Influéncia da concentragio bacteriana

Para este estudo, algumas amostras de L. perfringens

foram semneadas em meio 1iguido {BHIY e sdlido ("Columbia Agar

Hase") e procedembs # reaclo = aglubtinaselo frente = hemdoias

de coelho. Us sedimentos obtidos = partir do cultivo em meio
de BHI foram utilizados puros {(papa de bactdrins) ou diluidos
em PBS 8,05 M, pH 7,4. As amostras cultivadas em mgio sélido
foram utilizaduas, nas reagtes, na forma de raspado  de
colfnias, suspensio em PBS 6,8% M, pH 7.4 segundo 2 escala 19
de Mac Farland e diluigfes desta suspensio, no mesmo tamplo.
s resultados obtidos sBo apresentados na Tabela 3 &

EUPFESS0S COmMo A reciproca da mais alta diluiglo da suspensio
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bacter ians 4ue apresentou reagso positiva.

Tabela 3. Infludneis du concentracio bacterians  nos  titulos
hemaglutinantes da reaclo  de MHA frente s hemdcias
de coeplho, 3 temperstura ambiente. apds cultive em

meios sdlido & liguido.

HEID LIGUIDD (BHD) HEID SoLIDO (CAB)

AMGSTRAS ; E;
iPURD  187* 187 4473 {§™* 18~ I}  RAGPADD  ESCALA 10 4™ 4972 ¢
i Ef DE COLDNIA WAC FaRLAND
i1 % 256" 8 - - - - *::, g - N - -
i % 28 8 Z - - - %; 1824 i28 is 4 -
f % 4 2 - - - - %% i28 &4 - - -
44 51624 16 2 - - - %% 1424 128 8 2 -
7 %1&24 8 - = - - ;g il b4 14 - -
gaz2 % 25 B - - - - %% 1824 254 i6 8 2

BHI: “braio heart infusion”
CABS “rolumbiz agar base’
¥: Reciproca da mais alia giluicfo que apresentou resuliado positive

fomo pode  ser  observadeo atraves dos resultados
acima, pelo menos com relacBo &z hemidcias  de coslho, usadas
inicialmente, a concentragio bacteriana é um fator importante
®  ser considerado nas reactes de MHA pois, titulos altos de
hemaglut inaglo somente Foram  obiidos quando se partiu de umn

suspensiio baoteriana  densa. Assim, &n reagies reanl izsdas
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pastericrmente, fol padronizado o uso de suspensio bacteriana

na escala 19 de Mac Farland.

1.3 Infludncia do pH

Para o estudo das influéncia do pH na reacio de MHA,
ubilizames o tampao PBES 2,85 M em cinco diferentes pHs,
compreendidos  numa Ffaix gque abrangia desde o pH 5,6 wté o pH
8,9. Os resultados obtidos com o sedimento & o sobrenadante de
algumas amostras de ©C. perfringens, demonstraram que o pH do
tampio diluente nBo influenciava significativamente os titulos
tda reagio de MHA. Em pH 8,2, houve uma queds geral dos titulos
para todas as  amostras examinadas, com excecio da amostra 9?7,
spue para  todos o  valores de pH apresentou um titulo
hemaglutinante constante. Em pH 5.4 ndo foi observado qualguer
padrio de aglutinacBo, nfo tendo sido observada sedimentagio
nem no controle da reacio (hemidcias + tampio). Para uso nas
reagdes  de MHa realizadas posteriorments, fol padronizado o

usn do tampio PES @,6%% M, em pH 7.4.
1.4 InfluEncia da temperatura de reagio

Realizanos as rescoes o MHA em btrés temperaturas
diferentes com a inftenglo de verificarmos se haviam diferengas
no padrio hemagliut inantes. f= resultados ahtidos sEo

apresentadoeos nr Tabela 4.
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Tabela 4. Influéncia da temperatura da  reagio de  MHa,
frente a difegrentes hemdcias, =apds cultivo de

algumas ancstras de L. perfringens em meio de BHI.

HEWACIAS “5;&%&{};”””””}""”"”""”'E:;;E;?;{;?"“"E”""”EE&EQQE“"""'"

AMDSTRAS | 4°C  T.a. 37°C! 4°C  T.A. 37°C) 4°C_ T.A. 37°C

mmmxwmmmnm;mzzmmzmnmzmzxxmm;xmmwxmmzmwnmmgwb;x¢whumwwmwmwwwmwm
11y E - &% - 5 - - - 3 - 206 188
I E - - - 3 - - - g ié i 128
V111 5 2 g &7 3 - Lise Lise 3 a4 2ean &4
&4 % - - - 3 - 2 2 ; 16 i2g 128
8532 % - - - ; - 4 - % - &4 4

A I R I T I L T T S I L D L O L L O L O e R I D A N I N L R R T N A N S S R N I NN AN S s nn

T.fi.% temperastura ambiente
#2 Reciproca da mals sita diluicBo gue apresentou resultado
positivo

Bagsendos nos resultados obtidos com as reagdes
frente @e hemdcias de coelho, podemos concluir que os titulos
aglut inantes mais altos s expressam a temperaturas ambients.
Frntretanto, =8 incuba¢Bo das placas de microtitulo & 490 ou a
3790 nfEo inibem completamente a  reacio, embora hajs CRS508 em
gque isto acohtega, ocomo o0 verificados com as amostras 11T &

G232 incubadas & 490 com hemdcias de corlho.
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Infludnocia da temperatura de cultivoe das

ampstras hacter ianas

Foram repet jdas algumas Fensfes che MHA, R
tenperatursa ambisnte, cultivando-se a bartéria em  duas

diferentes temperaturas (37 & 180, & fim de verificarmos se
' culbtive = temperaturas majis baixas, & semelhanga do
verificadoe em E. coli (JONES, 4%977) inibian w expressico de
alguma estrutura de superficie produzida pelo C. perfringens a
F7°0.  As rengfes foram renlizadas frente a hemdciss de coelho,
carneire & galinha, tendo sido as bactérias cultivadas em meio

e BHI. Us resultados obtidos zBo apresentados na Tabela 5.

Tabsla 5. Influfnein da temperatura de cultive das amostras de
£. perfringens sobre os titulos das FEREIES de
M, real izadas a temperatura ambiente,

Ffrente n diferentes hemdcoiasn.

'HEWACIAS | GALINHA i CARNEIRO |  COELHO
AMOSTRAS |  18°C  ayeC i 48C  G7°C | 18°C  @7°C
Sur % ee os2 4 - - 1 lise 64

iz % 4 1é g - - % 4 254

iX % - - % - - % iy i

g7 % ié 32 é 2 o % 4 51

64 ; - -~ ; - P ; &4 i28

) : ;

EERE P ; - - ; P 4 ; ié &4

" %1 Reciproca da mals alta diluicHo aue apresentan resultado
posit ivo
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Cowme  podemos observar, o cultive das amostras de Ca.
perfringens = 1890 nEe aboliu a capacidade hemaglutinante das
baotérias, embora tenha reduzido o titulo em alguns CRH08,
coma observado principalnente com hemicias de coglhon ¢ de
gmalinha.

g remnctes da  Tabela % Fforam, também, realizadas a
temperatura  de 40 e pudenos observar um padrBo senelihante de
aglutinagio das bactérias cultivadas a 3790 e uma diminuigHo
um  pouco mais acentuada nd titulo hemaglutinante das bactérias

cultivadas a 1B8¥C (resultados ndo apresentados).,

i.6 Influéncia da presenga de D-manose no tampio de

reacsio

Coma  a presenca  de D-manose no tanpdo de reagio €
amplamente empregada nos sstudos de bactérias fimbriadas, tais
comn = Escherichia coli, com = finalidade deg inibir reagfes
hemaglut inantes devidas a fimbria do tipo &, que possuem sste
carboidrato sm seus receptores (JONES, L1977), resolvemnos, no
nosse  trabalho, estudar o efeito deste agdecar em NOSSASE
réaaﬁes de MHa frente a diferentes bhemdoiag, realirzande  as

reagdes w temperaturn ambliente (Tabela &).
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Tabela & — Influncia da presenca de D-manose no tamplo  da
reagRo de M de diversas mmostras de £.
perfringens, fFrente =& diferentes hemicias, &

temperatura ambiente.

HEMACIAS! COE 1 ESE“"”{ CcAR 1 AUt GAL 1 BOT
AMOSTRASI=N  +M I=H i ich M (=M +M I-M  eM i-m  wn
CVIII iese™ 2S¢t 8 Bl 8 B i6 4l 4 Bl B 8
R R 1 e e e
53 %125 M} 8 41 4 4% 4 a 4 43 8 4
55 ; 3 3282 &4 16; & 4% 3a ié% 4 43 g 3
&4 %32 545 - *g - wé - % - w% - -
£y } 32 &4; 32 ié% & 2% £ 8% 8 8% 4 2
97 E 54 &g % pid S.!]; - - % - - % - - % - -
143 ; 8 32: 4 8; 2 4% 4 2% - "5 2 -
1 : '
291 ; 4 4} L5 42 a 4; 4 ?% = 2; o a8
' ’ v ; s
ez ; 3 542158 QESE 32 SQ; &4 32; ié 32% &4 32
] i H i i H
+M: tampEo PRS contendo @,3% de manose
#: Reciproca da mais alta diluicio gue apresentoun resultade

positive

Como pode ser  observado na Tabelas &, 8 presenca de
D-~manose no tanpio pEO pareceu influenciar & reaglo de MHA,

das ampostras edaminadas, nas condigBes do teste.
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i.7 Triagem das amostras de L. perfringens através

da tecnica de MHH.

Basgados pas  dados coltetados  Jjunto aos testes
apresentados até aqui, submetenos todas 88 nossas amostras de
L. perfringens & uma triasgem frente a3 diversos tipos de
hemdo ias ., para sstudar o padrio hemaglut inante desias
ampstras, com & Finalidade de tentar agrupd-las por esi=n

caracteristica.

Farm tsto, padronizanos nossn  teste utilizando
amostras de C. perfringens cultivadas em BHI, 2 379, por um
periodo de I8 a 24 hs. Essas culturas foram centrifugadas a
DBeH Fpm por 19 min & o teste realizado tanto com o
sobrenadante da cultura como com o sedimento ressuspenso em
FRS 9.9 M, pH 7,4 padronizade para & escela 10 de  Mag
Fariand. As reagtes foram fFeitas a temperatura ambiente.
mguardando-se um tempo de 2 horas pars 3 leituras dos

resultados.

A apresentacio dos resultzdos encontra-se na Tabels
7, onde as amositras de C. perfringens apresentan-—se agrupadas

conforme Jj& descrito em Material & Métodos.
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Apds a renlizacio deste estudo comparablivo, podenos
ohservar oue¢ nic hd um padrio constante de  hemaglubinsglo
nestes tipo de teste entre as ameostras estudadss. As amostras
gdo grupo 117 zmglutinaram melhor as  hemdcias de coelho &
galinhsa, apesar deg algumas amostras isoladas terem aglutinado
também hemdcias de cobamia. Estas hemdoins foram, por sua ves,
as wmelhores aglutinadas pelas amostras de grupo "II1° & dentro

go grupoe "17 houve umm distribuicEo do padeie hesaglubinante

entre s  hemicias .da coelho, cobaia & CArneiro. fis
sohrenadantes das amostras examinadas  tambdm  apresentaram
reagio de  hemaglutinagio positiva, tendo sido observados
titulos maigs wltos entre as amostiras dao grupo 1,

principalmente frente a hemdcias de cosiho & galinha. Este
resulitade fFals a8 Ffavor da  presenga  de substdncia  soldvel

presente nas anostras de C. perfringens.

i.8 Infludnciz dpo tratamento térmico sobre a reagSo

de MHA

A Fim de conhecernes s reaclo de algumass amostras do
L. perfringens frente w0 caleor, submetemos culturas desta
bactdria, oultivadas gm  BHI, a um aguecimento a &8%0, por um
periodo de 19 wmin, com agitaglo constante. Em  seguida, as
culturas  foram centrifugadas =8 39096 rem, por 12 wmin & o
sedimentos obtidos ressuspensos  gm FBS  €,85 M, pH 7.4 para =&

sacala 19 de Mae Farland £ submebtidos a reacBo de HHA frente a
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diversas hemdcias. s resultados obtidos slo spresentados na

Tabela 8.

Tabela 8 -~ Influéncia do tratamento térwmico de amostraz de C.
perfringens sobre o titulo aglutinante na reacio
de MHA, realizads a temperaturas ambiente, frente a
diferentes hemdcing.

HEMALTAR

AMOBTRAS
T aee smi - - - -1 - -
) ‘ : '
VI ;Qﬁé é4§ - m; - w; i a8
w7 g 32 Qﬁﬁg g ié% - “g ieg 14
VPI~-445 ; - wg 4 4; - m% - -
&3 ; &4 64; 4 2; 4 4; - -
i ! : i

~TT4 sem tratamento térmico

+TT: com tratamento tédrmico
#% reciproca da mais alts diluigBo gue apresentou
resultado positive

s resultados do teste mostraram gue, de forma
geral, o tratamento térmico realizado pouco influenciou os
titulos hemaglut inantes na reaglio de MHA. A& amostra 97
apresentou um aumento no titulo aglutinante frente &s hemdcias
de coelho apds o tratamento térmico, podendo isto significar
uma exposicio de estruturas de superficie responsaveis pels

agiut inacle das hemdcias, apds o sguecimento.
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i.? Influéncia da presenca de heaina no cultivo de

amostras de C. perfringens submetidas a reagio de MHA

Para este estudo, foram cultivadas algumas amostras
de C. perfringens em meio de BHI, na auséncia ou presengs (5,
19, Eﬁlﬁgfmi} de hemina, com o intuito de favorecer um
ambiente de anaercbiose (MOKEE &t alii, 1984). as amostras
assim cuitivadas foram submetidas a reaglo de HMHA frente =a
hemdcias de carneire, galinha & cobzia. Uz resultados obtides
com as amnostras 832, 208, JaB-4 ¢ VPI-11% ndc demonstraram
gqualquer influéncia da heming em relaclo nos titulos obtidos

na ausénoia desta substincia {(dados nBo apresentsdos).
2 Testes de aderBncia em células Hela

Para a estudo de aderéncia de amostras de C.
perfringens Foram utilizadas células Hela £Omo modelo
exper imental, em decorr#ncia de sua ampla utilizache neste
Lipe de estudo com ocutras bactérias (BDALETSEY et alii. 498B4).
Assin, procedemnos, iniciaimente, a uma padronizaglo das
melhores condi¢des para o desenvolvimento do teste, utilizando
contreles  oon aderéﬁﬁiarjé bem definida para que tornassemos o
teste confiavel e reprodut fivel, na avalianglo de nossas

BMOST A% .

fsaim, estabelecemgs gm 39 min 0 temnpo pPpRFa R

realizegio do teste de aderBnoia e utilizamos quantidades
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variaveis de indculos bacterianos, buscando verificar com gual
delas obteriamos os melhores resultados. Apds experimentos com
diversas amostras, concluimos gue variando-se de 8,42 3 @,% ml
@ guant idade de suspensio bacterianza (cultura total? incculads
sobre =as ce£lulas Hela, poucas =alteractes eram  observadas no
padric de¢ mderé&ncia das bactérias. Os indculos maiores apenas
dificultavam tfecnicamente o teste por permitirem gus um numeEro
maior de bactérias ficassem aderidess, inespecificamente, &s
laminulias. Devido @ isto, testes posterijores foram

padran irzados para 9,4 ml de indculo.

Para tornar noseos guper inentos de aderinoin
reprodutiveis introduzsinos alguns controles e foram
repetidos a2 cadas nova realizaglo do teste. A interpretagio

destes controles serd descrita a seguir &, como foram sempre
repetitivos, sus descricBo serd omitida na apressntacio  dos

resultados subseqgientes.

- contrals  positived ut il izamos Como padrio
positivo de aderéncia uma  amostra de Escherichia coli
apresentando aderéncia difusa em células Hela {(BCALETSBKY et
alii, 19847, empregando-se um indoulo de @,1 wl de sua oulitura
total, em mgic dg BHI. A amostra, nss condigbdes do  teste,
apresentou-—se adgrente, contorme o padrio conhecido,
demonsirando G tecnicament e o teste gstava sendo

corretamente renl izado.



B~ controle das codlulast utilizamos dois tubos  de
Leighton, sem adigho de cultura bacteriana, manipulados de
acordo  com a seqiénoia geral da tecnica, a Fim de verificarmos
e O procvesso de lavagen @ manipulaneio das laminulas, para
coloragio, n3o provocava  injuriss ou descolamento do  tapete
ceiular. O resulitade final observado foi ague, apds todo o
processamento das células, estas  encontravam-s£, B 5us

maioria, intactas & corando-se adeguadamente.

L~ vontrole do meio de BHIS: 2 fim de verificarnos se
o meio empregado para o oultive das bactérias nic seria, por
51 w8, danose ks cdlulas Helwn, realizamos um teste ubilizando
ap  invés de indculo bacterizano, guantidudes de 0,5, 6,25 ¢ 0,5
ml de BHI estéril, nas mesoss condi¢des gue os demnis tubos do
beste. O resultadeo Final demonstrou que o BHI  nio  sxercia
gualaquer efeito lesivo sobre as odélulas Hela, sendo vidvel
utilizar culturas totais de C. perfringens na realizagio dos

tesbes.

2.2 Triagem de alsumas amostras de_E: perfringens

Baserdos FBOE resultados obtidos durante #
padronizagio do teste, resolvemos examinar algumas amostras de
L. perfringens, no teste de aderéncia em células Hela. Os
resultados obt idos SR apresentados na Tabela 9,
discriminando-se OE QrUDpOS & gue pertencem as  amnostras

sarplhidas.



mostrou-se

F3

Segundo estes dados, 3 amostra 532 de C. perfringens

altamente aderente negste modeloe celular, aderindo

paralelanente no Tongo  da membrana citoplasmatics das célulss

comp pode ser ghservado nas fFotografias da Prancha 1. aAs

amostras

aderentes

Y111, &4, 268 ¢ CHC-26 foram consideradas pouco

e oa maioris dus outras anostras, nEo adersntes.

-~  Estude comparativo de algumas amositras de O

perfringens emn teste de aderénecia & cédlulas Hela.

GRUPO  AMDSTRAS NG BACTERTAS POR CELULA & EPM
 saz 30,02 & 1,16 (400
I SHEB 4 2,50 x 8,32 (3
JhE -2 9,48 £ 0,82 (3}
 emz 2,82 %023 @
2948 .77 & 8,03 (2
i1 g7 @,87 & 8,941 (3
&4 2,6% & 8,25 (43
291 $,185 & 6,62 (37
T Cuce2s 0,86 & 0,03 (3
CUHL—-24 i,99 & 8,846 (2D
CHC~-34 G,7¢ & 8,87 (23
UPI--ay 1,99 % @,.549 (2
Irt UPI—-449 2,79 & ©,4@ {3
UpI-267 8,73 & 9,25 {3
Ki-3e3 9,89 &+ @,84 (3
KE-304 9,78 & 9,32 (3
#: pupero de wmﬁaramﬁntaﬁ realizados
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Figura 1 - éAmostra 532 de L. perfringens aderids & cédlulas

Hela. Sumento 480 .

Flgura & -  fanosbra 5832 de €. perfringens aderida a cglulas
Mela. Observar disposicio paralels das bactérian en

relaglio & membrans da cdlula Hela. dumento 190686 x.
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2.2 Influénecin das condigies de cultiveo

Algumas amostras de C. perfringens foram gxamninadas
ne teste de aderéncia a células Helka apos cultivo em
diferentes meios, a Fim de verificarmos s a condiglc de
crescimento da bhactéria favorsceria o aparecinento dea
gstruturas de superficie na célula  bacteriana,. 08 resultados

obt idos sio apresentados na Tabela 16.

Tabhela 42 -~ Influfncia das condigbes de coultivo sobre &
aderfrcia  de duss smostras de Lo perfringens as

cdlglas Hela.

CHLTURA CeELULA & EPM
S BHI 1iauido 22,22 & 4,64 ()%
532 BHI solido 17,83 % 2,57 14
Cotumbia F.97 x #,18 {20
CUBHT lfauwida 1,77 % 0,42 (&)
268 BHI =alido 2,85 2 8,43 (2
Columbia .79 4 8,23 {23

ety e e Paea WOm oS Weee TN NS TRr Pamt FIR THET TPE e 1ML YRS SESL STER PASR PPy mfmm byes Zeie av mran beve wiee mibs 4bid dawh setd Whts AH 4V AME SH S PR LEES LGt SEt fiu brer Temi sava T v s S pess eams
ol Busas Bannfsrfrifordngotiind ol e itolh it e R bR adiongiad i s i et st vty e i R R e R b S s

EPME grro padrBo da méddia
! ndmero tde experimentos realizados

Para = =amostra 532, o meio de cultivo pargcsu
influenciar o padrio de aderéncia. O cultiveo em meio de BHI,
1faquidao ou sd8lido, conferia & basetéria an capseidade de  se

ligar emn grande ndmero s célulss Hela. Parzs 2 amostra 2068,



pnenhuma variagio nos meios de cultive pesguisados, favorecsu o

aparec inento de estrubturss adesivas.

2.4 Infludncia da heminz

Com o intuito de wverificarnos se n heming presente
11 mein de cultivo do £. perfringens favoreceria o
aparecimento de estrubturas responsaveis pela  sum  adesBo  &s
células  Hela, procedemos @ oum  teste de ader8nocis utilizasndn
amostras de C. perfringens cultivadas em auséncia {(controls) =

presenca de bhemina (5, 1@, Qﬁapgfml)u

e resultados obtidos com as amostras edaminndas, &m
presenga  d¢  hemina, demonstraram qug ests substdncia  nio
Favoreceuy a aderéncia  das bactédrias a este modelo celular,
encontrando~se, nos testes renlizados, valores de aderdncia
seme lhantes agueles obtidos com o0s controles f{dados nEo

apresentadosl .

2.5 Influéncia do tratamento enzimatico

Com o objetive de estudarmos =2 naturezz auimics da
estrutura de superficie da amostra 8§32 de C. perfringens,
responsavel pmr.sua aderéneia s células Hela, tratamos esta
amnostra com  duas enzimas proteoliticas diferentes &, &m
seguida, = submebtemos 80 teste de aderdncia, cujo resultado €

apresgntado na Tabela 1%.
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Tahela £1 =~ Intlufncia do tratanento enzimidtico sobre =
aderéncia  da mmostra 5832 de C. perfringens &s

células Hela.

EMZIMA CONCENTR&DAD N BAOTERIAS POR
(masmld Calula & EPM

B e WA ek Llin SIS0 SR S0 So7 T SRR TN Grih Fars AR MAE Rt Warr ave TeM 0101 MIEE ST farh S1ir Siur SGNF SesL SRn Spew BRRF Bews BAER Mimi AEmr SLRL MENP RAT SHER AVAR P48 SHTY biet Site S4W Lesb T00 ims hik Jord mes e

AUBENTE 18,86 & 0,63 (20>
TRIPSINA @,25 2,38 & 9,88 (2)
2,09 278 & 8,42 (2}
19,90 H.D.
AUBENTE 49,145 % 1,246 (5
PROTEARE @, 0125 46,99 & 0,74 (23
@,025 E.P6 & 8,16 (&)
@,238 M.D.

A B T ST B O I L I s B S I o L L I o e e L O L S A I S R N L R I I RN Nn mn M an no I I M nn un R I o R

H.D.8 nEo deterninado
EPME erro padrio ds média
#3 mimero de experimentos realizados

£ trataments com fripsina levou a amostra 532 de L.
perfringens & apresentmr um  indice menor de aderéncia  em
relacio aguele observadd em ausfnoia de tratamento enzimidtico.
ete comportamento indica & presenga de estruturas de naturezs
proteicas  envolvidas direta ou indiretamentes na adesBo desta
amostra & células Hela. 0 tratamento com protesse apresentou

algumas dificuldades, uma vez que ests gnzims, guando usada
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o

Figura 3 -~ Amostra 537 de C. perfringens aderida s ce£lulas
Hella  sem ter recebido gunliguer fratamento. Aumento

4F w,

Figurs 4 - fmostra S32 de C. perfringens mderids ds odlulas
Hel.s apds ter recebido tratamento com  periodato.
Obeervar # mcentunds reducio no ndmero de bactérias

ader idas por céelula. dumento 48 =K.
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nAas MESMAs concentracies que = tripsinae, destruia a moneocamada
de celuas Helwn, inutilizande o experimento. Assim, tivemos gue
nutilizar concentracdies menores de protease, nfo tendo sido
observads  qualguer efeito desta enzims  sobre a3 aderénoia da

amostra 832 de C. perfringens, s cédlulas Heln.

2.6 Influéncia do tratamento com metaperiodato de

{-om o intuito e pesguisarmos A presenga de
estruturas de natureza polissacaridics sobre =z superficie da
amostra 532 de £, perfringens, ehvolvidass no mecanisme  de
adesio, tratamos esta  amostra com  um  agente oxidante de
carboidratos e & submetemos, &m seguidsa, @ um  teste de
aderéncia em célula Hela. Nz Tabsla 12 apresentamos os

resultados obtidos.

Tabela 12 -~ Influéncia do tratamento com metapsriodatoe  de
sddio sobre a aderéncia da amostra $532 de C.
perfringens s cdlulas Hela.

CONCENTRALRAD DE ME DE B
METAPERIGDATO et U
DE SaDI0 {mglml:

- 49,149 % 1,26 (3O~

i9,9 5,83 & @,30 (2D
5,9 G448 & @,87 (2)
&g P.UE % 2,31 (2

S TImD TRV e Aem Ans ddn 4Sr Bk Gk G4dh ik H vy Thyh cbgs aver Gwe Dres Srar gave Tevs dn Sris T Ve MY SUEY VM FLLE SEEL AL bt Likd S bo kibr b S ME A4Hh Sl Mbe ek bk dae whie chor bome eex tree sy sems mers sork mmer mmay
SRS T e e m e e e s L e S L S S G S I S R R N N RN I L R i o nn o im I s I N an o

EPM2 erro padrio da média
¥ numero de experimentos realizados
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Heste teste, flustirado na Prancha 11, pudemos
phsgrvar uma nitida diminuigde do indice de ades8o apds o
tratamento com periadato, indicando a presenga de estruturas
de naturers polisszscaridios, gnvolvidas na  asderéncia  d=a
amostra S83% de C. perfringens, &8s cédlulas Heln. B possivel,

também, notar um efeite dose -~ respostz emn relacio  hs

diferentes concentracbes de metaperiodato witilizadas.
2.7 Influéncia do tratamento téramico

Fara este sxperimento, submetemos uma cultura  da
amostra 832 de Do perfringens »n diversos tratamentos térmicos,
procedenda,  &m seguida, a um  teste de aderéncia &s céliulas

Hela. A Tabela 43 mostra os resultados obtidos.

Tabela 43 -~ Influéncia do tratamento térmico da amostra 532 de

C. perfringens sobre s aderénociz s células Meln.

TRATAMENTD TeRMICD N2 BACTERIAS POR CELULA & EPM

- 11,96 % 9,6% (TO™
1999 -~ 5 min 1,30 & 9,04 (2D
G619 min 4,92 + 1,47 (3

grro padriio das media
nmero de sxperinentos realizados
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0 exwperimento acims demonstrn  gque um tratamento
térmico vigoroast & capar de desnaturar a estrutura de
superficie da amostra 832 de O. perfringens, responsivel psla

sum aderéncia, &e células Hela.

3 Testes de inibig8oc da aderéncia em celulas Hela

3.1 InibigBo pelo uso do sobrenadante

Baseados em nossas reagdss de MHA, cujos resuliados
aht idos com os sobrenmndantes das culiurass de Q. perfringens &m
BHI indicavam a presencga de  uma substdncia soliuvel, capaz de
aglutinar diversos tipes de eritrocitos, resolvemos pesguisar
BE gsta substfncia seria parte da estrutura adesiva de
syperficie, presente na amostra 532 de C. perfringens. Hssin,
apds  tratarmos as células Hela com o sobrenadante de  sus
cultura em mgio de BHI, procedemos = um teste de sderdncoia,
aghtendo o resultados apresentados no Tabela 14.
Tabela 44 -~ Teste de inibi¢io da aderéncia da amostra 532 de
C. perfringens #s c¢édlulas Hela atravéds do usp de

sohrenadante de sua culturz em BHIL

A T i B o L LT T o L L O T O e R T I N N N N A N N I I N N N N AR N a AN o mm sn o e o

CONCENTRADED DO NE BALTERIAB PFOR
SOHRENADANTE DELULA 3 FPM
- 17,47 % B,34 (4>

PURO 9,31 & 4.68 {3
178 18,922 % 9,47 (23
1749 FLEB 4 1,086 (2D
EPMr erro paderBo da média

#3 mumero de experimentos realirzdos
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Q uso do sebrenadants da amostra 832, comp injbidor
de sua aderéncia &s cédlulas Hela, mostrou-se positive guando
utilizado puro o diluide /72 & 1749, apresentando um padrio
de cerca de 58% de inibi¢Ro para qualqguer diluigle nesta
Faixa, Diluigdes crescentes do scobrenadante nHo se mostraram

Tineares em relagio = porcentagem de inibigBo  que Cchusaram

{dados nio apresentados) .
2.i.1 Inibici3n pelo sobrenadante tratado pelo calor

Com o objetivo de wverificarmos se o tratamento
térmico destruiria a subst8ncia inibidora da aderéncia da
anostra 832 de C. perfringens., tratamos seu sobrenadante pelo
calor & o ubilizamos como inibidor ds aderfncia no teste feito
em ceélulas Hela. Os resultados obtidos sBo apresentados nw
Tabela 15.

Tabela 1% ~ Teate de inibigio da aderéncia da amostra 832 de

C. perfringens através do uso de seu sobrenadante
tratado Peim ca}ﬁr“

IR S43 BAVD s wwdn dune web apye UM gous SLv SnRe $fag FEES Fes GeEe NERC Seee Sery Svin vmle dyed siwosely fnes ALr) Sei Sss VS TATL BIvs HES Py e VLS TLUY BSEE P SR VAN 4 BSE SiL THA M4 MAH AL AL AERL GE B st
R e T e R I A L A L T N S S S N N I NI LI I SN En R i s da e nh g i ol

- 12,44 % 6,66 (4™

YCH SARE VAR S00E VTN ikl NS $AAS KABE s Hrk whrn mbe Sadd kmze demc BARD SR APey Spet LATe AP AN TUTY SAEY FIAY SAR VAR NPM ST S4R1 PP RS SAME Sefs FUAE TR JTRE Sf TERC AN SRA TR S SeR NORE SERE V53 NEE Sars THRS EVFY

o ?22“&} b A ir@é ’:3}

BEPL - 39 min 700 & 4,00 (&
PR SEHPC - A0 min 19.93 & 1,48 (23
L189% -~ 5 min 13.89 2 1,209 (&)
i9@® - 38 min 14,73 & 8,88 (2
EPM: erro padro da média
¥ numera de experimentos realizados
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0 experipento demonstrou gue os tratamentos térmicos
gnpregados, foram capares de inativar 2 aderéncia da smostrs

32 de L. perfringens.

G.i.2 Inibi¢c8o pelo sobrenadante precipitado por

sulfato de amonio.

Com o intuito de concentrar uma possivel estrutura
de naturexa proteics presente no sobrenadantes da cultura da
amostra 832 de C. perfringens, tratamos este sobhrenadante com
diferentes concentragdes de sulfato de aminic enpregando, em
seguida, os ﬁﬁnﬁaﬁtradaﬁ' aobtidos como inibidores da aderéncia
desta amostra, A4 célualas Hela. Os resultados obbtidos s8o
apresentados na Tabela 16.

Tabela 146 - Teste de inibicho da aderéncia da amostra 832 de

L. perfringens através do uso de sed sobrenadante
concentrado pelo sulfato de sminio.

it

i
i
1
it
4

o

%

ol
HA
s |
LI

>
0 oH M
TG . —

e AR H

ii ™ot
B B
i

#
i

Sl R+ S R

“

PURO s 4,31 & 8,546 (3D

UMM Wbkt Sk dma 4dws woba 3as4 bers SIpd Tein besn HMma sxee kema mpas fhge TUUL AIES Phen fERR MRS BHAN YRR SRS AH1A Prer SRR ST AR I Er0r AEFL SR FEE LLER SAOA TIRR YAFR ATAR W4T SIS TEEE SR TR THTE FRTY WM SAST SYRY MO PSR A0Rr

o - 20 X 6,98 % 8,87 (22

PRECIPITADO 26 - 45 X 8,96 % 1,268 (&)

Sy 3y pwie wi e saee ram 2o

.:- - fd - * -
P oerro padrao da med
I oplmero de experimentos realizados

u
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Comn pode ser observada, as  Faixss de concentragio
de D29, 2045 g 4549 de (NHa) oiils apresentaram os melhores
indices de inibigdo da aderéncia &8 células Hela. Assim,
preparamos  uma mistura  dessas trés  aliqiotas e verificamos a
concentracio de proteinas € polissacarideos nEo sd na mistura,
como  também na  fragio de 49 -~ 86X, (s resultados obtidos sBo

apressntados na Tabela 47.

Tabels 17 ~ Doszagem de proteinas e polissacerideos nas fragbes
abt idas por precipitagio do  sabrenadante  com

mulfato de amdnio.

SUBRENADANTE CONTEGDO PROTEILCO CONTEGDO POLISSACARIDICO
PRECIPITADD {mmAmld fmosml
(% SATURALRAO)

B - H$ .25 8,937

&8 - B9 M.l &, 1386

N.D.2 nEe dererainado por FloculacBo do material proteico

presente no material

Felos resultados obtidos, podemos observar gue o
tratamento do sobrenadante oom sulfato de amonio nao
concentron  efetivamente subst8ncias de natureza proteicz  na
faixa onde Ffol observadsa uma inibigio de aderéncia mais

afetiva. s concentracies proteica & polissacaridica
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determinadas, foram, significativamente mais baixas na Falxs
ce p-&B%  de saturagao &m relagio =a Ffaiun de &9-BROXE,

contrariamente & inibigHao observada.

3.2 Inibiclo pelo uso de antissoro

2.2.1 Antissoro preparado com bactéria morta pelo

calor

Maw  provas de inibicio, foi utilizado um antissoro
nreparade  em coslho, contra a2 anostra §32 de €. perfringens,
cudos titulo mglutinante  em tubo, fol de 17329, 0s resultados

obtidos sBo apresentados na Tabela 18,

Tabela 18 ~ Teste de inibig83n de aderfncis da amostra 532 de
C. perfringens, através do wsoe de antissoro
preparado  em coslhs, contra s bactéria morta pelo
cRlor .

CONCENTRARED DO ANTISSORO NE BADTERIAS 7 OSLULA & EPM

- 38,41 & 1,78 (I

PURD &,00 & 8,62 (2
1749 P93 4+ 2,58 (23
1746 12,39 % 1,49 (23
15168 F.aH & 1,834 23
LAAH40 i8,19 %+ 9.93 (23
Y4280 17,49 & @,98 (27
1725469 21,82 & 1,12 (2
1751826 i4.41 % 2.%4 (23

EPMi erro padriio da média

#& numero de experimentos realizados
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0 teste de inibigBe da aderéncia peloc uso de
antissoro contra n bactdria total famostra 532 mostrou-se
pasitive  gquande este  era usado puro ou diluido até /4640,
Ao ima desta diluigdo., s resultados nostraran-86 pouco
varidveis, indicando gug A Presenda do  sorp nEHo mais
interferia no processo de aderéncoia da bactéria, embora nio se
tenhba uma explicaglo de porgue nio se restabelecen o indice de

ader@ncia do controle (30,44 % 1,78 BOT/CEL).

3.2.2 6ntissoro preparado com bactédrias mortas pelo

foraol .

Realizamos um teste de inibicgio de aderéncis  da
amostra 532 Aas células Hela, da mesmns maneirs como descrito no

ftem =mnterior, variando somenie o antissoro, tendo sido este

praparado em coglho com a amostra morta pelo formol &
apresentando titulo aglubtinante em tubo, fgunl & 17328, s

resuliados obtidos s8o apresentados na Tabela 19.



Tabela 1%~ Teste de inibiclo da sderéncia dan amostra 522 de O.
perfringens, através do uso de antissoro preparatdo

em coglho, contra a bactéria mortas pelo formol.

CONCENTRAGAD DD ANTISSOR0O NG BACTERIAS /7 CELULA & EPM
- 18,34 £ 8,40 (4™
PLRQD F,17 & $,.3% (2
i/19 11,468 % 0.54 ()
L7489 i4,14 & 9,85 (2
17169 ig.é64 4+ 1,85 (3
17449 16,20 % 2,89 (3)

A utilizagio do antissore preparado com a suspensio
bacteriana morta pelo formol também apresentou resultados
positives, em teste de inibi¢fo da =aderfncia, apesar do
controle da reagio (sem soro) ter dado um {ﬁdixe mengr de
ader@ncia.  Agqui também podemos notar uma melhor inibigfo com
as  concentracies mais elevadas de antissoro € =a partir da
diluigio de 171466, Ji observamos uma recuperagio da aderdneia

da amostra, sem infludncia da pressnga 4o soro.

{izn resultados acimna, de conformidade Com o6
anteriormente apresentados, demonstram  inibigin da =aderéncia

relo uso de antissores preparados contra 2 bhactéria total.
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2.3 Inibic8o pelo uso de outros soros

Realizamos teste de inibicio da aderénciz da amostrs
532 usando antissoro obtide em cosglhe, contra a amostra &4 de
L. perfringens, norta tanto pelo calor como pelo formol, bem
come  um soro  nao-imune de coelho, procurando verificar se a
inibigHo observada n¥o ers uma  fenbmeno  inespecifico. s

resultados obtidos a88o apresentados na Tabela 206,

Tabels 20 - Teste de inibicio da aderéneia de anostra 832 de
C-. perfringens através de antissoros homdlagos e

heterdlogos .

B R R R R oo e et it bR g ratifimeasfrsio s i tae bt e it et B b brerie e ottt i e 4

50RO NG BALTERIAS POR CHELULA = EPM
- 18,87 & &,52 (3™
ANTI-B32 (MORTA PELO CALORD b,09 & 8,02 (2D
ANTI-GER (MORTA PELO FORMOL) P19 & £,3% (&)
ANTI-&4 (MORTA PELO CaALOR? 7,99 % 1,34 ()
ANTI-44 (MORTA PELO FORMOL)D .03 & 8,87 (&)
HAO- I MUNE 2,98 & 9,32 (4)

EPM: grro padrio da média
#1 pumero de experimentos realizadaos

0 wsorp heterdloge levouw 2 uma inibigHo da aderéncia

da  mmostra 8832 de . perfringens s células Hela da  mesma
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forma que o soro  homélogo. Além disso, wverificamos =
occorréncia de um Fendmeno inesperado, visto que o soro normal
de coelho também promoveu 5 inibiglo da aderéncia em niveis
methores do gue sgueles apresentados  com soro heterdlogo &

mesnn homélogo.
3.4 Inibi¢io pelo uso de extratos dcidos

Utilizamos tratamentos com &cido acético €.83 N &
acido cloridrico 2,2 N pars sitrairmos possiveis estruturas de
superficie, presentes na superficie da amostra §32 de L.
perfringens. Apds neutralizeaclo com MNMalH 8.1 N, os extratos
foram utilizados em teste de inibigio da aderéncia &s células
Hela. s resultados obtidos sho apresentados nm Tabels 241.
Tabela 21 ~ Inibigioc da aderéncia da amostra 832 de C.

perfringnes s células Hela, através do uso de
extratos dcidos desta amostra bhacteriana.

" EXTRATO  DILUIGAD  NQ DE BACTERIAS/CELULA & EPH
""""""""" - e 49,45 £ 1,26 (5
T pwme atea s 1,70 2y
A0IDG ACETICO iFi9 Bi.27 % 1,287 {23
15100 47 . 8% & 1,48 (&)
mmmmmwmmwwmmmw““mmmmw;&géwm~__mﬁ_wwww«mw§;:;;”;M;:;;mgégm
AaCIDD CLORIDRICO 1719 Halia
17169 44,4¢% & 3,32 (&)
EPM: erro padrio da média
®: numero de expgrimentos realizados
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s resuwltados apresentados  demonstram que o extraio
ohtido  com dcido acédtico nEo initbiu = aderéneia da amostra 832
aw  celulas Hela mas, por outro lado, o extrato puro de dcido
cloridrico provocou uma reduglo de cerca de 50% no indice de

aderénoia dests amostra.

3.4.1 Imuncdifusio em gel dos extratos acidos

Atraveés da tdonics de imunodifusic em gel de dgar
{Outcherlony), puscamos  verificar #g o8 dois  antigssoros
preparados em coelho contra s amostra 532 de C. perfringens.,
(por  tratamento térmico ou formalina) reconheciam estruburas
de superficie sxtraldas desta smostra, pelos dcidos acdtico e
cloridrico. Como um controle pars este experimento, pPreparancs
extratos  #cidos da amostra JABE-~1 de C. perfringens, da mesma
mangira comeo descrito para a amostra 832 & os reagimos contra

o antissoros preparados com o anostra 830,

{in resultados obtidos demonstraram  qgug  tanto o
antigsoro preparado com  a amostra 832 morta pelo calor como
agueie preparado con a amostra inat ivada pelo formol
reconhbeceram  estruturas extralidas destas mesma  amostra, pelo
tratamento com dcido aimridricm #,2 N, enguanto gue, nenhumi
lTinha de precipitacie Ffoi obtida por reaglo dos antissoros com
o extrate obtido com acido acdtico @.83 N {(IlustragBo 1,

Pranchas III.
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Esquema A Esquema B

Tlustragio 1 —~ Esgquems dx reagio de imunodifusio s gl de

ggar {Dutcherlony).

Eesauems A2 TitulagEo do  extrato obhtideo por  tratamento  ds
amosira 8532 de C. perfringens com  #cido coloridrico, nas

diluighes 179 a 478 <(base 8) Frente an soro homdélogo.
Faguems B Titulaglo do extrats obtideo por  fratsmento da
amostra S3% de C. perfringens com dcido acético, nas diluigoes

474 m 478 (bhase 2 frente mno soro homéiogo.

i aogra total anti-amostra 832 de L. perfringens produsido com

8 bactéria morts pelo calaor.

Orificios § 8 2% gutrato puro {1713,
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Conforme gaperado, os antissoros  @mnti-532 nEo
reagiram  com os extratos dcidos obtidos da amostra JaE-31 de ©.
perfringens, aque & umz amostra  nfo adersnte ds células Hels

{dados nBo apresenbados).

4 Teste de hidrofobhicidade

Com o intuito de verificarmos s 2 composigao de
syuperficie de =algumas amastras de £. perfringens lhes
conferiam carater hidrofdébico, estas foram examinadss através
da téocnica do "salting out", sfetuando-se o cultivo das mesmas
em auséncisz & presenea de  hemina (5, 19 e 5% Jpgfml), 4
presenga da heming no meio de cultivo serviu para favorecer um
ambients de anasgrabiose, o QL poderia facilitar {3
aparecinento de sstruturas de superficie, responsdveis pels
sun  capacidade adesiva, =a exemploc do gue acontecs com oubtras
eepdcies bwnocterianss, como o Bacterocides gingivalia (MOKEE et

alii, i9848).

Iz resultados obtidos sBo apresentados na Tabela 22,

andes podemnns observar G duas amastras mostraram-se
hidrofédbhicas {08 e VPI-415%3, enquanto quE Bn demnnis

aglut inaram somente com 2.8 M ou mais de sulfato de ambnio e,
consequentemente, foram identificadas come nBo-hidrofébicas. #
PrEsEnga de hesina noe meioc de cultivo n8o favoreceu o
apargcimento  de estruturas de superficies capazes de conferir

carater hidrofdébico ads amostras examinadas.



Tabela

22

Teate de hidrofobicidade de algumas ano

perfringens cult ivadas em BHI com ou sem
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% Teste da alga intestinal ligads em leities

Com este teste tentamos rveproduxir in o wivo® oam
ader#gncia  observada "in  wvitro" com a amostra 832 de C.
perfringens. Fara isto, além desta amostra, selecionanos
também a VPI-145, isolads de um caso de enterite negrotizante
gm  bhezerro, sendo,. sorologicamente, classificads como tipo O
A amostra 532, isolada de um caso de enterite necgrotizante em
ERTRA T no  transcorrer de nossoc trabalho, foi gentilmente
classificada pelo Prof. YAMAGIEHI, da Universidade de Toyama,
no  Jap#o, como pertencente ao grupo A. Devemos ressaltar aqui,
que naRo & muito comum o isolamento de amostras  de C.
perfringens tipo A& de casos de enterite necrotizante m
leities, sendo estes animais, normalmente, vitimas de amostras
tipo L, emborsa wista na literatura, relato de casps dests
patologia em leitdes recédm-nascidos, causada por anostras de

L. perfringens do tipo & (QLUBUNMI & TAYLOR., 49887,

fAssim, descreveremos a seguir, a analise histologica
dos cortes de intestino delgado dos leities apds inoculaghio
das  amostras & coloragio pela hemstoxilina-eosina & coloragio
e Gyam, pPars vigsualizagho de baoctérias &mn cortes

histolagicos.
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5.1 anialise das =algas inoculadas com a amostrs S32

de C. perfringens no IleitBoc sacrificado apés 3 horas da

Civurgia.

S5.1.1i Controle: saling estéril

A mpucosa intestinal mostrava~se podcs alterads, com

wo oepitélio integro na maior parte do revestimento. O vasos

linfdt icos gncontravam—se dilatados, provaveimente £t
gecorrgncia gdo ato de amnarrar o intestino. A subsucoss
apresentava  dilatacio dos vasos em gerale A Tuw intestinal

encontrava-se limpa, sem residuos de gualquer espécie. NED
foram encontrados indicios de bactérias aderidas B
vilosidades intestinais, comg pode ser ohservado nas Figuras 9

g & da Prancha IV.

D.1.2 Controlies BHI estéril

4 MUCOSR apresentava-se Com vilosidades
aparentemente nio afetadass alteragies de VEREOE MEN 5
acentundas do aus o controle com salina gstéril. Vasos

linfaticos diluatados & subnucosa com vasos também gpresentando
dilatagio. Superficie das vilosidades nio apresentando
indicios de bactérias aderidas. & descriglo scima pode ser

ohservada na Figura 7 da  Pranchs IV.



PRAMLCHS IV

Figura 5 — VisHo geral do intesting delgado em gorte
tranasversal, Inclusio em parafina ¢ colorsglo pela

hematoxilina-eosina. Aumento 198 M.

Figura & ~ Detalhe das vilosidades intestinais intactas apdés
inoculncio de solugBo zalina 9,45 M esteéril. A& lux
intestinal gncontra-se Sem residucs € 2 nRe  ha
indicios gde  presencga  de bactérias  asderidas a0

gppitélin. Colaragio pela HAE. Aumento 400 =.

Fiagurs 7 - Detalhe das vilosidades intestinais sem alteragies
morfoldgicas apdés = inoculacEs de meio dg  BHI
gstéril. Ausénocia de bactérias aderidas ao spitelin

intestinal. Coloracgio pela H/7E. dunsnto 4069 w2,

P T S W W |
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H5=1.3 Alga proximal inoculsda com cultura total

fls tecidos conjuntivo & epitelial apresentavam-se
pouco  alterados, sendo que oz vasos linfaticos das vilosidades
g da submucosa apresentavam—-se dilatados. A tuzx  intestinad
sncontrava-se limpa. M superficieg das vilosidades
gncontravam—se bactérias aderidas na forma isolada ouw  de
PEYGUENROS agregados.  MEo foram encontradas bactérias no
interior das células epiteliais ou na 18mina prdpria das

vilosidades.

H5.1.4 Alga proximal inorulada Com sedimento

ressuspenso

1 aspscto dan mucosa apresentava-se ifgual ao deserito
anteriormente & o padrio de aderéncia tem, também, aspecto
semelhante, gncontrando-se tante bactdrias iscladas como em

GPUROE .,

HEED) cortes histoldgicos descritos Bneima nio
apresentaram  diferencas significantes, entre si, indicando nio
ter havido um efesito lesivo de provaveis toxinas pr&aaﬁtﬁﬁ na
cultura total da amostra 832 de C. perfringens sobre o

gpitélio inteatinal.
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5.1.5 Alga distal inoculada com cuitura total

e aspecto tda MUTOS® apresentava-sug bastante
sgmelthante aos descritos anteriormente. As zalgas apresentavan
hactérias aderidas, tanto iscladas £Ome 3 G up oS,
guant ttat ivamente apresentando = megsma distribuigio g
aquelins  da alga proximal. As descrigtes acima  podem  ser

observadas nas Figurss 8a e 8h, da Prancha V.

P Alga distal inoculada com sedimento

FEsSSUSPEnRs0

A mlga encontrava-se na posigBo do {leoc. O aspeoctao
da  mucoss também  se repeiiun agui € o padrio de aderénecia dos
bacilos faol o mesmo descrito anteriormente, comn pode ser

abservado nas Figuras P8 & ?bh, dan Prancha V.

# comparagio das  l8minas preparadas com  cortes
histoldgicos das algas inoculadas  com cuitura total
sedimento ressuspense sostraran-se  bastante semelhantes entre
si. A comparagio da aderéncia observada nas aleas distalis ¢
prodimais nEo  apresentou  diferencas  acentuadss  entre  si,
implicande em uma distribuigie, aparentemente homogénea, de
receptores para »n adesina bacteriana, aoc longo de  todo

intest ing delgndo.
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Figura 8a - (Corte tranversal do  intestino delgado apds
inoculagaoe de cultura total da amostra 32 de C.
perfringens na posigHn distal em relagio ao
gatinngo. Obssrvar padrio pouco alterado da mucoss
tntestinal g pressgnea de bBacilos aderidos ks

vilosidades., Soloraco pela HAE. Bumento 4908 w.

Figura gh - Degtalhe das bactériags aderidas em agrupanentos &
viiosidade intestinal. OColoracio pela HAE. dumento
igee .,

Figura %a -~ Lorte tranversal gdo intesting delgado apds

inoculagio do sedimento da cultura da amoshtra 8§32
de L. perfringens ressuspenso &n salina, tamhém na
posicats distal. Mucosn pouco alterada & bacilos
aderidos  izolados ou em grupos. Dolorsgio pela

HAE ., fBumento 4990 ».

Figura P~ Detalhe da aderéncia da amostra $532 de C.
perfringens no contorng da vilosidade intestinal.

Coloracio pels H/FE. Aumento 19006 .
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S5.2 Analise das algas inoculadas com a amostra 832

de €. perfringens no leit8o sacrificado apds 4 hora da

cirurgiaa.

S.2-4 Controle: saling estéril

Mucosa intestinal pouco alterads. Presenga de grands
guant idade de vasos congestos, provavelmente decorrentes do
ponto  onde fol executada a2 amarraclo de alga, dificultando &

drenagen do Tiguido. Auséneia de bactérias aderidas.

S.2.2 Controle: BHI esteéril

Mo hi diferencas significativas em relagdHo =
descrigio feita anteriorments para este mesmo controle, no

teitfo sacrifivado apds 3 h da cirurgia.

H.2.32 Algn proximal inoculada com cultura total

Epitélio, mucosa ¢ vilosidades pouco afetadmns. Vasos
linfaticos entumescidos. Bactérias aderidas &as vilosidades,
preferencialmente, em forma isclada mas  aparecendo  também
PEQUENOCS agregados. Presenga de bagtérias soltas na  lux
intestinal. Aparentemente hd  envolvimento de ums canada  de
muco aopbre as vilosidades, comprometida com a aderéncia das
bactédrias. A aderéncia se dd, preferencialmente, nas pontas

livres das vilosidades do que nas ¢riptas intestinais.
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b T Alga prozisal inoculada COm sedimento

FESQUSPENRSO

Bactérias aderidas, preferencialmente, e&m formas
isnladas: raros pontos  com bactérias agregadas, Presenca  de
hactérias =smoltas na  luz intestinal. Aspecto da pucosa

vilosidades nio compromet idos.

Su2.5 Algm distal inoculada com cultura total

Incidéncia significat ivamente maior de bactérias
aderidas  do gque nas 18minas  descritas anteriormente. Grande
ndmero de  agregados bacterianos aderidos &s vilosidades

intestinais.

Fudats flga distal inoculada COR sedinento

FESSUSPENSO

Alga  localizada no {leo. Bactdring mderidas tanto na
foarma isolada como g#m  agregados. Aparentemente nlo k&
diferencas quantitativas na adesBo dos bacilos em relacglo =
alga provimal, nem em relaglo =g animal  sacrificado apds 3

horas de cirurgia.
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.3 aAnalise das =aleas inoculadas com a amastra

VPI~115 de L. perfringens no leit8o sacrificado apds 1 hora

de cirurgia.

59.3.4i Algas proximais inocculadas com cultura total

ou com sedimento ressuspenso

FPadrio de  mucoss semelihante aos Ja descritos
anteriormente. Peguena guantidade de bactédrias aderidas #s
vilosidades.

5.3.2 Al¢m distal inoculada com cultura total

Poucas bactérias aderidas: presencm  de pequenns

agregados & tambédm algumas bactédrias isoladas.

5.3.3 Hlga distal ingrulada afa ] sed inento
FESSUSREDSO
Presenga de hactér ias aderidas, T claro

envolvimento de uma camada de muco gus retem o bacilos enm
pequence aglomerados. A baixa incidénciaz de bactérias  &m
contato intimo ¢ direteo com as células pode ser explicads pela
retengin  destas pelo muce presente pridimo fs vilosidades

intestinais. Figuras id9a & 18bh, Prancha VI.



Figura

Filgura

Figura

Filogurs

PRANCHA VI

1@a ~ Corte prangversal do intesting delgado  apos
inpoulacio  do sedimento  da cultura  da amostra
ypi-i4%  da E. perfringens FEGSUBEPENBED BN saling
wetdril, posicho distal. Bactérias ader idas
ﬁra?@renc%aimente en Grupos. Coloragao pela HAE -

pumento 498 .

180 - rpvolvimento de camada de muCH na adesio dRs
pactdrians ke cglulas epitelinis. Coloragic H/E.

gumento 1900 M.

i4m ~ LDorte rransversal do intest ing delaado apds
inoculagie de cultura total da amostra WPI-11% d
. perfringens, posigie  distal. fhaarvar padrio
de aderénecia dos bacilos tanto N8 forma isolada
oo £ DPEREGUENOS agreygndos. Ernvolvimento de
camads  muoosa N processo de aderincias Coloragio

pela HAE. Aumento 489 X.

iih -~ ﬁetaih& dan  aderéncia 8m pEgQUENDS auregailos L
amostra ypi-11i5 de G- perfy ingens .« Coloragha

pela HAE. gumento 1909 .
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Hed Andlise das algas inoculadas com - amostra

VPIi—-145 de g: perfringens no leit8o sacrificado apds 3 horas

da cirurgia.

D.4.1 Algas proximais inoculadas com cultura total

o com sedimento ressuspenso

{1 padrino  da MACOSA & igunl ADS descritos

anteriormente. Poucas bactérias aderidas &8 vilosidades.
Hetued flgw distal inoculads com cultura total

Presenga dg numermﬁaé bactérias aderidas, tanto em
formas isoladas comos £m pequencs agregados. A aigs inoculada
com cultura total apresentou melhor padrio de aderénocia do que
aquela  inoculads com o sedimento ressuspenso. Figuras idis g

isih, Prancha WI.

Sada.d Alga distal inoculnda com sedisento
rESSUSPENSG
analise histoldgica prejudicada por  pressncs de

henorragis. Vasons congestionados, raras backédrias e auséncia

e aderfncia.

A analise do teste da algm intestinnl ligadn, apds

oheservacio dos cortes histoldgicos corados pela hematoxilina-
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gOosing, indica gue aé anostras examinadas aderem rapidamente
Ao epitdlio intestinal, tendo sido observads aderdncia apds 4
hora  da inoculagio & gue o processo adesivo ocorre ao longo de
todo integstino delaado, parecendo, gntretanto, SEFER
encontradas  concentracdes maiores de bactédrias aderidas na

posigHo distal s relacglo an eztimago do animal.

Guanto ae acdmulo de liguido nas algas intestinais,

431

eats fentmenn  fFoi ohservadao ocom a amostra 532 de C.
perfringens, no leit8o srorificado apds 3 h de cirurgia. s

amostra VPI-145 nlo produsiug acdmyle de liguideo.

5.5 Andlise dos cortes transversais de intestino
delgado corados pelo método de Gram para visualizag8o de

bactérias em cortes de tecido

A =analise dos cortes de  intestino, corados pelo
método de Gram pars tecido, demonstrou a presenga exclusiva de
haciios grap-positiveos aderidos as vilosidades intestinais dos
leities (Figuras (2 = 44, da Prancha VIIy. & coloracdo
demonstra a auséneia  de bactérias da flora normal, pois  os
cortes Ffeitos das al¢gas intestinmies incoculadas com salina €
meio de BHI estdreis nBo apresesntavam baciérias. Fol observads
aderéncia de bacilos gram-positivos nas algas inoculadas com
ms  amostras B32 & VWI-148% de C. perfringens, indicando que =w
propria bactéria inoculades foi a recuperada nos cortes, apds

todo o processamento para Fixagio, inclusic e coloragBo.



PRANCHA VII

Cortes transversals de intesting delaado Apts
coloragio pelo método de Gram para visualizagHo de bactérias

#m cortes de tecido

Figura 42 -~ Alga intestinal inoculads com @ amostra 832 de O

perfringens tipo A. Aumento 466

e
z
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Figura 12 - #lea integstinal inoculada com 3 amostera 8532 de £

perfringens tipo A. Aumento 1990 .

Figura 14 — Alga intestinal inoculada com & amostra UPI-44% de

C. perfringens tipo . Aumento 408 .
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& Microscopia eletrénica

&.1 Contrastaci®o negativa de amosiras ge .

perfringens

Através desta técnica, buscamos contrastar
estruturas  de natureza proteica presentes sobre a superdicie
bacteriana. Mossos resultados nio S8 moOstrRran maito
promissores neste sentido. A maloria das amostras examinadas
mostraram~se desprovidas de  gualouer estrutura de superficie
com  EXCEgRo da  amostra 5382 de €. perfringens, que apresentava
uma  estruturs frouxa de superficie, de naturezs nSo fimbrial =
aqug  sg desprendia com facilidade das membranzs celular, como
poade ser vistoe na Figurae 45, da  Prancha YIII. 8 maioria das
autras apostras edaminadas tinha aspecto semelhante  ao
apresentado pela  amostra JAR-1 de E. perfringens, comno

demonstrado pela Figura 146 da Prancha VIIIL.

$.2 Secglo ultrafina de amostras de C. perfringens

Apds  exame de nossag anostras de C. perfringens, ao
microscdépio sletronico, contrastadas com dcido fosfotidngstico,
procedemos @ inclus8o de gquatro amostras, selecionadas de
acordo om a1 resultados dos testes apresentados
anteriormente, em resinan Epon, com & sem coloragio pelo
vermelho de ruténio, técnica esta eﬁpﬁufficaNpara visualizagia

e estruturas deg superficie de natureza polissacaridica



Figura 15

Figura 14&

PRANCHA VIIXI

Amostyra 532 de C. perfringens oontrastada cow
Bcido Fosfotdngstico = 1%. Observar sstrutara

Frouxa na superficie ds célula bacterlana. Aumentio

amostra JaB-1i  de $. perfringens conirastiads oon

deido fosfotdngstico a 1%. Auséncia de estrubturas

de superficie. Aumento J31.090 u.
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{glicocalicer. Pars execuglo do método, procedemos também n
PPO0E B0 de gatabilizagio dns pOssive s gatruturas
superficianis, com antissoro anti-bactéria total, Ficandn o

grupos controle & teste assim divididos:

#a amostras  n&op tratadas com antissoro € 92 S28m
caloracio pelo vermelho de ruténio:

B. amosiras tratadas com antisﬁmrm € SEm Coloragic
relo vermelho de ruténios

I ammﬁtr?ﬁ tratadas com antissoro & coradas pelo
vermelho de ruténios

7. amostras nRo  tratadas com antissoro €  coradas

pelo vermelha de ruténin.

s anostras selecionadas  para inclusio em  resina
Fpon 843 foram B32, JaB-1, YPI~14i% g 298 de C. perfringens. (s
resuliados obtidos serio apresentados 8 seguir e ilustrados

oo Fotomicrografiag.,

f.2.1 Amostras niBo tratadas com antissoro €& SER

coloragio pelo vermelho de ruténio

Easte grupo servig come um controle negativo deste
métado, nio  tendo havido estabilizseBo de estruturas de
superficie pelo use do antissoro g assim, consequentemente, @
visualizaglc de qualguer estrutura, sensivel ao processo de

desidratagio, Fficou dificultada,
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£ axame  das amostras ac microscépio slsbtrenico

mostrou células desprovidas de cobertura de superficie, com
woeg®o  da amostra  §32 de C. perfringens que parece possuyir
uma estrutura froux associada & superficie bacteriana, como
pode ser observado na Figura 17, da  Prancha IX. A oubtras
amostras  apresentavam-se desprovidas deste tipe dg estrutuara.
canforme swemplificado pela amostra JaB-1, na Figura 18, da

Francha IX.

Gaudud fmostras tratadas com aniissoro e S

roloracio pelo vermelho de ruténio

#fis guatro amostraz de C. perfringens Foram tratadas
com antissoro preparado  em coglho contra a  amostra 532, 0
processo  de estabilizacio de estruturas de superficie foi
efetivo para a  amostra btratadsa com sed  antissoro especitico
mas nkoe o fol para as outras amostras, possivelmente por estas
apresentarem-sse  desprovidas do megsmo fipo de estrutura  de
superficie. Apesar da  ausénoia de celoraglo pelo vermelbo de
ruténioc, foi possivel discriminarmos ums  estrutura frouxsa €
delicada sobre a superficie da amostra 832 de €. perfringens,
coms  demonstrado na Figura 49, da Prancha X. A% oubras
amostras :qaminadas apresentaran-se desprovidas deste tipo de

satrutura.



PRANCHa IX

Cortes ultra Ffinos de amostras de L. perfringens
sncapsuladas  em sgar 4%, FixmgBo pelo glutaraldeido 5% & pds-
Fivacio pelo tetrdxido de demio 1%¥. ContrastacBeo pelo moetato

de wranila & ¢citrato de chumbo.

Figura 47 —  fAmostra 532 de L. perfringens tipo & sen
tratamento com  antissoro e sem coloraciEo  pelo
vermelho e ruténio. Dificil  wvisualizagio de
estruturas na superficie das cédluians bacterianas.

Suamento 47 .490 M.

Figurzs 18 - amostra JAaB~1 de C. perfringens sewm tratamento com
ant iesoro & BEm coloragio pelo vermnelho  de
FutBnio. gusénein de estruturss ns superficie

hacteriana. Auments &68.299 H.
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PRANCHA X

fLorte alira-fino de umas amostra de L. perfringsns
gncapsulada em dgar 4%, Fiuagio pelo gslutaraldeido 5% & pds-
Fivagio pelo tetrdwido de dsmio 1%. ContrastagHo pelo acetato

de uraniia e citrato de chumbo.

Figura 19 — amostra 832 de C. perfringens apés estabilizacio
da estrutura de superficie por tratamento com
antissoro ant i-amostra 832 {hacidria totall.
Ohservar sstruturas finas na superficie

bhacteriana. Aumento 40,200 .,
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&.2.3 fAmostras tratadas com antissore & coradas pelo

vermelho de ruténio

O tratamento recebido por  gste grupo permilic &
estabilizacio de estruturas polissacaridicas hidratadas, bem
como  sua visuanlizaglo mtravés de coloraglBo especifica. As
ampstras  JaB-4, 208 e WI-11i3 mostraram-se desprovidas de
gatrutura de superficie. Por outro lado, =2 amostra 832
apresentou  estruturas bem definidas em  sus  supsrficis, ocom
arranjo  fibrilar, estendendo-se de uma coélula a outra &
irradiando-se gm diferentes diregfes, como ilustrado nas

Figuras 29 & 21, da Prancha XI1.

G.2ed fmostras nHo-tratadas com antissoro £ coradas

pelo vermelho de ruténio

0 tratsmento recebido, por sste grupo, possibilitouw
a observagio do desaparecimento da estrutura de superficie
presente  sobre a amostra 532 de L. perfringens pois, sem &
estabilizacRo com antissore, = estrutura fibrilar presente em
mya  superficie deve ter se condensado Jjunto a parede duwrante o
processe  de desidratascfo, tornando dificil sua visualizaglio
{resultado nlo apresentade em folografiag). Az pubtras amostras

mant Iveram o mesmo padrio spresentado anteriorpente.



PRANCHA X1

LDorte ultra-~fino de uma amesivra de €. perfringens
greapsulads em dgnr 4%, Fixegl8o pelo glutaraldeido 5% ¢ pds
fisngRo pelo tetrowido de osmio 1%. Coloragio com vermelho de
ruténic. Contrastacio com acetato de uranila e citrato de

chumbo.

Figura 28 - Amostra 832 de C. perfringens tipo A& apds
gstabilizagio de sstraturas de supsrficie pelo uso
e antissoro & coloraglo pelo vermeliho de ruténio.
Obhservar PresEnga de gntruturas fibhrilares
presentes na superficie bacteriana. Aumento

44 009 H.

Figura 24 - Detalhe ameliado  dus estruturss de superiicie da

amostra 538 de C. perfringens. dumento 94,400 .
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IV DISCUSSAD

2t do  conhecinento geral gue a colonizeclo  das
superficies de cédlulas animais ¢ um evento inicial importants
na  patogénese de  infecefes bactsrianas em animais € no homen
{BEACHEY, %84y, Considerando-se HUE POUCES informaghes
sxinten na literatura, @ respeito do processo de colonizaclo
utilizade por amostraz de L. perfringens, em seu Prmceséa de
fixagko & mucosa intestinal, resclvenos estudsr 05 mecanisnos
de aderéncia em amostras de C. perfringens "ip vitre® & "in
vivo®, buscando elucidar através de qual tipo de estrutura

eztw  espédoie bacteriana promove sua  aderfncis ao epitédlio

intestinsl.

f muioria dos fatores sdegivos conhecidos capacitan
w bactéria a aglutinar gritrdcitos e por isso sic chamados
hemaglutininas, tendo sido =z tdenica de hemaglut inangio, uma
gas  primegiras utilizadas por muitos pesguissdores, para o

gsatudo das zdesinas em geral (DUBUID & QLD, 1988,

Nossos estudos de hemaglutinagio Toram desenvolvidos
gm placas de microtitule contendo 96 pogos, ao contrario dos
gatudos da hemmsglutinina de C. perfringens desenvolvidos em
tubo, por COLLEE, 1%61. Essa tédenics foi escolhida depois de
termos examinado aglut inagBo em 18mina e em tubos de snsaio,

sem resultados satisfatdrios {resultados nfo apresentados).
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e testes de microhemaglutinacio com amostras de L.
perfringens mostraran~se positivos e foram feitos inicialmente
part indo~s¢ tanto de culturas em meios sdtidos <(Tabels 1),
romp em meies  liguidos  (Tabela 20, ohtendo-sg  resultados
satisfatdrios com  ambos os modos de& cult iva, aendo,
entretando, o8 titulos aglutinantes mais mitos conseguidos COm
aes amostras cultivadas em meio de BHI 1iguido. (s sstudos de
COLLEE, porem, encontraram um melhor padric hemaglutinante com
amostras cultivadas em dgar-sangue, meio este que nRO  Nos
ofereceu hons  resultadeos. Devido as facilidades tédonicas
conferidas pelo cultive de bactérias anaerohias  em meio
Tiguido, wutilizamos o meio de BHI pars rados os exper imentos

subhseqguentes.

Duas OhsErvagies impoartantes, mens ionadas PO
COLLEE, foram relevantes em NosSso estudo da hemaglutinina do
. perfringes. Uma delas diz respeito & presenga de umwR
hemolising e interferia na ilsitara das reagies de
nemaglut inagin. Em nossos Uestes rambém nos deparamnns com este
prublema € sabemos  que este Lipo de atividade em anostras de
. perfringens se deve principalmente 2 agfio da alfa toxina,
uma  fosfolipasse © que hidroliza lecitina em fosforilcoling &
um diglicer fdeo (KRIEG & HOLT, 4984). Esta toina exercs seu
efeito letal por lise de membranas celulares, presumivelments
como  consequéncia da hidrdlise da lecitina de membrana. Assin,
fentames neutralizar o efeito hemolitico das células ds C.

perfringens atraveés de tratamentos com  antissoro eupecifico
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anti~iecitinase, reagio com suspensio de gema-—de-ove (Ffonte da
tecitina) e calor (resultados nio apresentados). Os trés tipos
de  tratamento foram capazes de e€liminar o efeito hemalitico
das mmostras  edaminad®s  mas, inconvenientemente, aboliram

também a capacidade hemamglutinante destas anosiras.

& outra observacBo importante mencionada por COLLEE
diz respeito ao aparecimento da  capacidade hemaglutinante em
amostras de C. perfringens. Em  seu trabalho, smostras recen
isnladas nle apresentavam capacidade aglutinante, vindo esta
gurgir apdés 3 @ 4 meses de cultivo, em repiques seriados. Em
nosso  trabalho, amostras de C. perfringens recém-isoladas ou
mant idas emn cultuyras—-gstoque BEM repliques frequentes
conservavam sun capacidade hemaglutinante. Entretanto, esta se
perdia depois de repigues seriados £, buscando uma explicagio
para  este fenimeno, encontramos na  literatura a revisio de
COSTERTON et alii, 198i.bk, onde afirma-se que =& maioria das
céiulas bacterianas, £mn tadns nos  smbientes, enconira-se
genvolvida POV URR matriz aniinica fibrosa, denominada
glicocdalice. @Guando uma  bactédria g isolada & cultivads €m um

meio adeguade, o glicocalice produzido por SURS células deixa

de ser necessdric poie nestas condigies nfo hd  pressfo
seiet iva exigindn = aderéncia da bactéria em busca de

nutrientes. Desta forma, consideramos possivel a gxplicagio de
gque o suboultives repetidos das amostras satenuam ou eliminam
a produglio de estruturas de superficie responsaveis pela

anlut inacfo dos eritrdcitos neste tiro de reagio.
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Vamos, en seguida, tecer alguns comentdrios sobre os
fatores gque influenciam = reagio de MHA  de amostras de C.
perfringens. ( efeite da concentragio bacteriana foi estudado
{Tabela 33 & concluimos gue os melhorss titulos aglutinantes
gram obitidos guando partiamos de suspensies bacterianas densas
para & realizaclo das diluigfes do teste. Ests caracteristica
de =alta concentraglo bacterians pode sugerivr uma distribuigio
ndo muito grande de estruturas de superficie responsaveis pela
aglut inagio de hem#ciasg sabhre = celula  bacteriana 8y
consegquentemente, necgessitandoe  de um nimero maior dg
microrgenismnes para fazer as  pontes entre ws  hemdcias e

promover sua aglut inagio.

{ efeito do pH nas nossas  rencbes de MHA €
compat ivel com as observactes de COLLEE. Na faixa de pH de 6,2
21 8,9 ndEo Fforsm observadas diferengas significantes nos
titulos hemaglutinantes, sendo os pHs 7,8 & 7.4 0% que
possibilitaram #® nbtengio dos titulos mea s glegvados

iresultados nBo spresentados).

3 efeito da temperatura foi exdaminado schbre a reagdo
de MHA & concluimos que aé amostras de C. perfringens reagem
com hemdcias a temperatura de 4%, 37%0 g temperatura ambiente,
com algumas variagfes nos titulos obtidos nestas diferentes
temperaturas {(Tabela 4. As reagdes = temperatura ambiente
ofereceran  os titulos aglutinantes mais elevados tanto com o

sedimento bacteriano como com o sobrenadante da culbtura. {
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efeito  da tempersturs  tambdm Foi esstudado sobre o cultivo das
annstras. amostras de L. perfringens, oultivadas = $8%0,
demonstraram  ums reduslo no titulo hemaglutinante, embora nio
e tenha observado umi anbolicio da capancidade aglutinante das
amostras estudadas {(Tabela 5). Estas observacgises, quando
comparadas  Aguelas com Escherichia coli  {(JONES, 4977, cujo
enitive = 18%C abole =a capacidade de hemaglutinagdHo das
amostras, falam a Favor de oum tipo de estrutura diferente das

fimbrias spresentadas por estas amostras de E. coli.

DUBLIID & LD, 41988, em revisio sobhre as propriedades
adesivas das enterobactérias, abordaram a influncia dus D~

manopse sobre as Fimbrias desta Familia de bactédriaz. Em nossos

gatudos, foi obhservado oue sste agdcosr nao  influsnciava o
padrio hemaglutinante das  amostras de €. perfringens &

reagbes  realizadas 3 temperaturs ambiente {Tabela &) ou a 4°0
{(resultados nfo apresentados). 0 uso de sedimento bacteriano &
sahrenadante das culiuras apresent ou w maﬁmm padrio
aglutinante com ou sem 3 presenca de manose. Isto sugere gue
gste agucar nRo  Funcionzn cowme receptor para as estruturas de
superficie do L. perfringens ¢ que estas, nio devem apresentar
caracteristicas semelhantes as fimbrias presentes R

gnterchactdrias.

] maioria das amostras  hemaglut inantes de L.
perfringens apresentaram reagio de MHA positiva tanto com o

sedinente bacteriano coma com o sobhrenadante da culturs,
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devendo-se into ao carater soldvel, das esbruturas
FESPONSAVE s rela mglutinacho dass hemdcias, presentes na
superficie das amostras examinadas. fssim, pmdgmmﬁ conciuir
gue =z hemaglutinina de L. perfringens deve sncontrar-se 1igads
as  células bacterianas e também dai se desprender durante o
processo  de multiplicagio destas, apresentando-se na  forms

livre, no meio onde s encontra o migrorganismo {(Tabela 7).

A5 reagdes de MHA com as diversas amostras de Do
perfringens foram realizadas frente a seis diferentes tipos de
hemidciag, sendo gue ndo foi possivel delinear nenhum padrio de
aglut inagdo, apesar de uma predomindncia de aglutinagio frente
an hemacias de cobaia, seguida por galinhs & carneiro {(Tabela
7). As hemdcias de coelho foram sempre altamente aglubtinadas
PEIRE 7 anostras de C. perfringens, entretanto, gntas
apresentaran algumas reagdes de aglutinagio inespecifica, o
que  nae pode deixar de ser ressalitado, wvisto também ser
observado em relagio a outras bactdrias (LEITE, YaNO & PESTANA

RBE CABTRO, 19880,

0 tratamento térmico a 800, por 19 min, de amostras
dee C. perfringens. afetou o padrio aglutinante da  reagio
{Tabela H. Para algumas  amostras o titulo permaneceuy
inalterado, para oubtvras, o tratasento diminuwia o titulo
sglutinante & por fim, outras amostras apresentaram um padrio

aglut inante melhor apds ) tratamento recebido, Fates

resultados foram varidveis na dependéncia do tipo de hemdcia
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nsado  na reacBo e o sumento observado no titulo da mesma, apés
o agquecisnento,. pode sugerir 3 exposigio de  antigenos de
superficie responsiveis pelas aglutinagio de um determinado

tipo de hemicis.

Um  dos ditimos par@meiros estudados dentro da reaaﬁﬂ
de HMHa foi a influéncia da hemina sobre o titulo aglutinante
de algumas amostras de O, perfringens. Tem sido demonsirado
por  BREGORY & FANNING, 4983, que a adi¢Ro de heminag a0 meio de
cultivo =aumenta a =atividade da catalasg intracelular, o gue
tem o efeito de melhorar a agrotolerdncia das células

haocter i anas. Come a hemina € uma substdncia rotineiramente

empregada em meios de cultive de bactérias anmerdbias
gatritas, imagina-se aug sur presenga melhore =83 condigfes
fisiolégicas das bactdrias sn cultive, passando estas =

gupressar anexps de  supsrficie normalments presente sobre a
superficie bacteriana, 2w condigdes patoldgicas, no
hospedeiro. MOKEE, et alii, 1984, estudaram 2 infludnociz da
hemina sobre = Fisiologia & viruléncia de amostras de
Bacteroides gingivalis., com resultades positivos, havendo um
aumento  da  expressBo de fimbrias por egste microrganismno,
gquande cultivado em presenca dests substfncia. Npssos estudos
da influgncia da hemina sobre a reacHo de MHA de amostras de
C. perfringens nko se mostraram satisfabterios, nlo havendo
elevaglo dos titulos hemaglutinantes das amostras cultivadas
& im presenca  de diferentes concentragies desta suhstincia

{dados nfo apresentadosd.
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Para concluivr nossos comentdrios sobre o teste de
ﬁﬁﬁ, podemos dizer gque, em  Sun gssfncia, nossos  resultados
diferem dagueles de COLLEE, 41944, no aque diz respeito a
arorréncia da  hemmglutinins do ©. perfringens. COLLEE
preconizouw  aue esta  hemaglutinina nBo ocorria naturalmente,
rnas  amostras de C. perfringens mas apenas em oulturas velhas e
Jd esporulando, devendo representasy uma  formas  degradada de
enrimas =ativas sobre polissacaridens da superficie celular.
Nossas ohservagies, entretanto, nos levam 8 FENSar qﬁﬂ #

eatrutura de superficie presente sobre as  amostras  de  Oo

perfringens Fazem parte integral de sums cflulas, sendo dbil
BRI R a Tiusgho destas & seus substratos. além disso,

pheervamos 4que esta hemsglutinina desaparsce apds repiques
seriados, culturas velhas e estocagem por longos periodos de
tempo, @ exemplo do gue scontece com outros tipos de fatores
de wiruléncia, tal como a produclo de towina LT (termolabill
por amostras enterotoxigénicas de Escherichia coli {GATTI,
SERAFIM, PESTANa DE  CABTRO & MONTEIRG, 1984&). Para enfabizar
gstn mh%ervagﬁn, notamos gque nossas anostras pertencentes aos
grupos (1 & 111, cedidas por laboratdérios que as  mantinham
gstocadas Jd por algum tempo, manbtiveram por pouco Lempo sus
capac idade hemzsglutinante enquanto gue a amostra 8532 de C.
perfringens, isolada recentemente em nosso  laboratdrio, tew
mant ido suas carscteristicas em melhores condigies do que as

inpiadas hd mais tempo.
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s ohagrvagdes acing tambdm  Falam a3 favor  de
gatruturas  do tipo glicocdlice presentes sobre a superficie da
bactéria pois, segundo COSTERTON et alii, 4984.b, este tipo de
estrutura € facilmente perdida em cultivos em laboratdrio, por
nao  haver pressfes seletivas exigindo sum produsfo pelas

celulas bacter ianmas.

O teste de MHA por nos empregado & uma ferramenta
util  na pesquisa  de fatores de aderéncia em vadrias espdcies
bacterianas, particularmente dentro an Familin
Enterobacteriacenae, bem cﬁmm eanpécies pertencentes ans géneros
Corynebacteriun & Neisseria, mas seu uso isolado normsimente
pode levar a erros potencialmente graves, pois nem  sgmpre
confirma se ha uma relacio direits com = aderSncia "in vive'.
P o exemplo, bactérims rugosas, devido a sumn  agregacio
gapontdnea, poden dar reagivs de hemaglutinaglo Ffalso-
positivas. 0 antigeno 987P de Escherichia coli, em condigBes
normais, nio € hemaglutinante, smbora sejas reconhecidamente um
dog Ffatores de colonizacdo mais importanies em ETEL {(E. coli
enterctoxigénicasl). Assim, apés = realizaclo ds padronizacio
de todas as condigdes do tegste & tendo sido examinada uma bos
var tedade de tipos de hemiacias, Fforam analisadas as variagfes
de nossos resultados, ndo facilmente ewplicdveis, & concluimos
que  seriz 1til estendermos nosss abordagem utilizando um outro
modelo  celular. Escolhemos para  isto uma linhagem cond (nun de

células - cédlulas Hela -~ de origem humana, pois este modelo
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tem sido bastante wusado nos estudos da ad@r@ngia ge  oulras

hactdrins (SUALETSKY st =nlii, 1984,

Assim, ubtilizando informagies contidas na literatura
adaptamos o teste de aderéncia em c£lulas  Hels, buscando,
neste wmodelo celular, reproadusivr "in vitro®, o mecanisme de
aderéncia utilizado pelas amostras de C. perfringens paran
aderirem & seus subsbtratos naturais. Apds a padronizacio da
técnica em relagio a quantidesde de indoculo bacteriano a ser
empregadoe {(@,1 ml  de uma suspensBo bacterianzs de concentragBo
correspondente B escalr 16 de Mace Farland) e ao tempo de
contato das bactérias com as cédlulas Hela (30 min), procedemos
a  umzm frisgem de algumas de nossas  amostras nestes teste,
phtendo-sg  um resultado bastante satisfatdrio {(Tabels 93. A&
amostra BI32 de L. perfringens apresentou-se altamente aderente
neste modelo celular, funcionando, a partir deste experimento.
como  padrio positive de aderéncia do Ca. perfringens. Algumas
outras angstras, ocomo a HITI, =& A4 & =a CHC-246 Foram
consideradas pouco aderesntes & as  restantes examinadas, o
aderentes, por apresentarem um indice de adesréncia inferior 3

189 bhaotdriasodliala.

Apds  obtencio destes resulitados, dispminhamos de duas
informagies gque indicavam 8 pressngs  de estruturas adesivas
sobres @ superficie de amostras de C. perfringenst: estas, eran
capazes de aglubtinar eritrdcitos & s ligsram »  cdlulas

gucaridticas. Mozsos estudos  Foram, entio, direcionandos  &m
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retagioe o Faboregs gque afstavam 2 produgdo & 0 o= integridade
dests estruturs, ajterando = ligmglo da bactédria As cédlulas

Hela.

Muitos Fatores de viruléncia daszs bactérizs  sao
compopentes  de superficie oo produtos estracelulares tais cono
capsulas, tosinas £ enzimas € sua sintese & secrecho pode ser
acentuadanente afetads pelas condigbes de crescimento. Sabe-se
gue  alguns destes fatores 54  podem ser P Ess0s durante o
crescimento  seob condigtes especificas encontradas  “in wvivao",
gngquanto gque outros  fatores potenciais, identificados  en
laboratérie, podem ber pouco ou nhenhum papel na  patoglnese
{MEOKEE et alii, 19842, dAssim, guando estudamos Fatores de
viruléncia de patdgenos em laboratdrio, € importante levar em
conta  gue as condigfes de crescimento sejam o mais parecidas

possivelis com aaguelas que prevalecem no hospedeiro.

fesim, oultivanos algumas amostras de L. perfringens
gm diferentes meios de cultura £ wverificamos 4que, Pars =B
amostra  S32, altamente aderente, & variagio no tipo de meio de
cultive afetou s producio da  sstrutura de superficie (Tabela
19y, 0 mein de "Columbia  Agar Base® nHo foi propicio para o
desenvolvimento da adesina desta amopstra, enguanto gue o meio
de  BHI mostrou-se satisfatdrio tanto em sus Fforms liguida cowmo
sé6lida. Entretands, sxaminando-se uma ameostra considerada nio-
aderente, pudenos notar gue "’s VERFIREDES nos meios de cultivo

Fng

nio  levaram & sxpressie de estruturas  &m sum superficie
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capazes de¢ mediar aderénocia em células Hela (Tabela 19). Este
mesng fendmeno ocorreu guando cultivanos nossas anostras  em
presengs  de diferentes conceniragdes de hemina. Sabe-se  da
lTiteratura gue o orescimento de diversas bactérias  gram—
negat ivas  patogénicas € limitado pela disponibilidade de {ons
fFerro (HEOWN, ANWAR &  LLAMBERT, 1984 LAM, TURNOWSKY,
SHUWARZINGER & NERUDA. L1984 JONSON, SVENNERHOLM & HOLMGREN,
198%). Microrganismos como Bacteroides spp. nEo conseguen
utilizar ferro livre &, consequentemente, eles tém afinidade
pelo grupo heme e oubtras proteinas tfanﬁpartadmras de jons
Ferro  (MEKEE st alii, 1988). Como o C. perfringens € uma
gepecie backteriana que wbiliza ferro como um  nubtriente
gasencial, bhaseano-nos no trabalho de HMOKEE st alii, 1986, com
Bacteroides gingivalis & cultivamos nossas amostras  m
presenga  de diferentes concentragdes de hemina. 0s resultsdos
nag Fforam satisfatérios. 4 amostra §32 de LC. perfringens
cont inuou apresentando SUR ader&ncia caracteristios
{resultados nio apresentados) Lom indice de adesfo de 25,35 2
2,95 bactérias/odlula em  auséncia de hemina & 24,48 2 2,07
bactérias/cédluls em presenga de 2$4pg de hemina/ml de meio de
cultivo. O exame destwn amostra ao microscepio eletrénico de
transmissio apds contraste com acido fosfobtdngstico & tendo
sido coultivada em presengn de hemina (5, 1¢ & 25 ygfml)
revelon uma gspécie de cdpsula grosseira circundando a céluln
bacteriana (resultados nRo apresentados) mas gue npEo  tinha
influénecia no padrao de aderénoia s células Hela. & presenga

de hemina também ndo favoreceuy » sxpressio de adesinas em
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amostras nlBo sderentes. A amostra 208 apresentou indice dg
adeslo de 1,786 & 6,09 hactdrinssodlula em angdncia de hemina &
de 1,686 & 9,44 bactdériassodlula em presenca  de 25 ’ngmi de

hemina.

Novas tentativas de wmodificagles no meio bdsico de
cuitivo do G perfringens consistiram no  acréscimo  de
diferentes concentracles de &,cﬂ, dipiridil {(Sigmal, um agente
gquelante de fons ferro. Baseando-nos em um trabalho de JONSON
#t =alii, 19P8%, com Vibrio choleras & &m unm trabalho de BNIPES,
HANGEN & HIRSH, 4988, conm Pasteurella multocida, sendo que em
ambos, o cultivo das amostras bacterianas em melo contendo um
quelante de fons ferro levava =n expressfio de “ouber membrane
protein” (OMPY, de =alto peso molecular, cuja funglo "in vive®
precisa  ser determinada mas gue poadem funcionsr como adesinas.
Mo caso de nossas amostras de L. perfringens, o cultive en
condigies de privagloe de ferro n#Eo  levouw &  expressio de
gstruturas  externass nas  odiulas  bacterianss, tendo havido,
isto sim, um efeitoc bastante negativo sobre o crescimento das
amostras, visto gque os fons ferro sfo nutrientes gssenciais
para o desenvolvimento do . perfringens {dados nio

apresentadas) .

Fom estudos subsequentes, pesgquisamos a naturezs
gquimica da estrutura de superficie sobre a amostra 532 de Co
perfringens, tratando-a  com  duss  engimas proteol iticas -

tripsina & proteass. 1 tratamentis 0m tripsing, R
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concentragies de &,25 & 2,00 wmgsml, causcou  umi desnaturacio
parcial da adesina de superficie, redurindo em cerca de 88Y o
indice de adesio desta amostra, em relagBo ao seuw  controle
{Tabela 1i). A enzima protease, por sua ves, nio afetou =a
ligagio da amostra 832 s cédlulas Hela, quando usads nas
concentragies e 90,8425 e @.25 mg/wml  (Tabelan 442. Duas
hipoteses podem explicar este resultador ou esta enzima nlo
atua  em nenhum sitio exposto sobre a estrutura da superficie
hacterians ou Bs guant idades de enzima utbtilizadas ne
gxperimnento  foram insuficientes para verificarmos algum efeito
desnaturante. bate edperimento, gquando realizado Com
guant idades wmaiores de  snzima (9,25, 2,80 o 19,00 mglmll,
tornou-se invidgvel pois residucs de enzima, que permaneciam na
suspensiao bacteriana, destruiam a monocamads de cédlulas Hela.
Fnte tipo de problema ndo foi observado com o uso da tripsing
paots as células  Hela sfo adaptadas, em seu cultivo, a0

tratamento com esta gnzima.

Fara conciuir, este gxperimento noes  indicou =8
presenga  de substincise de naturers proteica, sensiveis  ao
tratamento pela tripsins, fazendo parte da andesina da amostra

532 de L. perfringens.

& seguilr, foi tambédm abordado  en nossos sstudos, a
possivel exist@ncia de sstruturas de naturezs polissacaridicas
farendo parte da  adesina de supgrficie desta amostra de C.

rperfringens, tratando-se esta, com diferentes concentragiss de
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metaperiodato de sddio, um agente oxidante de substincias

ralissacaridicas.

Assim, & semelhanga  do gue FULLER, 1975, observou
co Lactobaeillus en relseBo & sum aderéncia  is cédlulas  do
papo da  galinha, o bratamento du  amosira 832 de C.
perfringens, com diferentes concentragies de metaperiodato,
aboliu susn capaoidade de  se  ligar &g células Hela, comn
demonstrada na Tabela 412, podendo-se  ohservar, Iinclusive, um
efeito dose-respostad conforme diminuimos a  concentracio do
agente oxidante de carboidratos, notamos ums recuperacsio no

indice de adesio da bhacléria.

Este experimento indicou a presenca de estruturas de
natureza polissacar idica presentes socbre = superficie da
amopstra 532 de C. perfringens &, Jjuntamente com 09 resultandos
obtidos com o experimento desecrito anteriormente, podemos
supor B existéncia, nesta amostra, de uma adesina de natureza

glicoproteica.

Estes dados sugeres » presenga  de uma estrutura do
tipo glicocdlice sobre a superficie da bactéria, mediando susn
aderénocia & eritrécitos e a cédlulas eucmridticas, & semelbanga
do  que ocorre com Lactobacillus (FULLER, 1975; BROOKER &
FULLER, 1970}, (bservagfes de COSBTERTON et alii. 198i.a, @
respeito deste tipo de  estrutura, em muitas espeCies

bacter ianaz, sfio alismente relacionadas COM 35 NOSERS.
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#  perda deste tipo de estrutura em cultivos seriados

por  Falte de uma presszio selstiva szigindo sun producio peln

cdlula bacteriana, Sun sensibilidade Y pxidagio pelo
metaper igdato & principalimnents SR sengibilidade #
desidratagio nos metodos convencionaizs de  inclusBc para

microscopia eletrinica de transmissio, falam s favor de  um
glicocdalice mediando a aderdncia destsa espécie bacteriana =
seus substratos natursis. Entretanto, como acontece com cutras
bantér ias gram-positivas, como 05 estreptococos (BEACHEY &
FEK . 1976 & ops estafilococos (ALY & LEVIT, 4987), nko
podemos  descartar a3 possibilidade do  snvolvimento de acido
lipoteicdice (LTAY na adesBo do L. perfringens &Hs coélulas
gucaridticas. Estas cdlulas apresentam um  grande conteddo de
fibhronectings em Hua superficie e gata molécula, UmR
glicoproteina de alto peso moleculsr, serve comg receptor para
¢ LTA da superficie de bactérias gram-positivas (SIMPSON,
EOURTHEY & OFEK, 192872, Alguns resultados obtidos em testes de
inibigio da ader@ncia  em odiulas  Hebs falam a  Favor  dests

possibilidade & serio analisados 8 seguir.

0 prineiro aspecto abordede em relagio & inibigio da
aderéncian  em células Hela foi o cardter solivel da estrutura
de superficie da amostra 832 de C. perfringens. Em  geral,
gquando  realizamos os testes de microhemsglubtinagso, uwiilizando
0 sobrenadante de ancstras de O. perfringens em meic de HHI,
foram obtidos titulos hemaglutinantes iguais g até superiores

@ anqueles obtidos com B suspensio  baoteriana. fAusin,
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resolivenns investigar s o sobrenadante da amostra 532 en HHI
¥R capaz  de impediy compet itivamente @ =aderéncisa desta
amostra e odélulas Hiela, HNossos resultados, alttamente

repetitives, demonstraram 3 pressngz, no sobrenadante, de ums
aubstincia  capazr de reduzir em cerce de 56¥% a  adesBo  ds
bactéria &g cdlulas Hela, guando o sobrenadante sra  usado
purn, diluido 472 ou 4719 (Tabela 14). Diluicfes superiores
nEe  se apresentaramn lineares, demonstrando gue, possivelmente,

a concentragio da substdncis inibidora da ader8nocia presente

gm uma cultura de 8 b, era relativaments bhaixa.

Hesta  fase de  nosso trabalho, nSo ¢ inhamos  aindsa
indicias claros da naturers guimics da adesina do C.
perfringens mas, supondo qgue parte dela fosse de npaturezs
proteica, procuranos concentra~-la s partir de sobrenadantes da
ampstra 537 de 2. perfringens gult ivada em BHI, por
precipitacgio  com sulfato de ambnio. Us resultados obtidos, com
variang concentractes de  sulfato de ambnio, indicaram nBo ter
havido uma concentraglo  efetiva da  substincia  inibidora  dw
aderéncia {(Tabela 16), pois nio foi conseguido mais do que %50%
de  inibigio, 0o 4que Ji  era observado com o sgbrenadante puro,
gemn  bter recebido gualguer tratamento. Mesmo assim, procedemos
a uma  dosagen das proteinas {HARTREE, LRTR & dos
polissacarideos (DUBDRIE et alii, 49854 presentes nestas
fragfes do sobrenadante precipitade & obtivemos um  tgor
glevado destas duss substincias na faixa de precipitacio onde

fBe fol sncantrads inibiclo de aderéncis {(62-BoY de satursgio)



g um teor Dbaixo nas  Faixas de precipitselo onde obseErvamos
inibigHo {mistura das fracoes 9-29, 20-45 e A5-40% de
saturacio) {Tabela 173 . Concluimos, entBo, que o tratasento
con sulfato de aminioc nBep  foi efetive na concentraglo da
gutrutura de  superficie solivel  da anosbra 832 de .
perfringens pois, smbors hajs um  conteddo proteico nesta
gstrutura, sua proporeBo  parece ser  peguena  em relaglo a0
conteddo polissacaridico e, durante o processo de precipitacHo
g diglise, podenos supor que a porclo polissacaridica deve ter
sg perdido, levando =aos resultados apresﬁntédmg, For outro
lado, sabemos que o acide lipoteicdido (LTA)Y também & uma
moldoula facilmente encontrada em sobrenadantes de culturas de
outras gupEcies de bactérias gram—positivas (BEACHEY &
ﬁ&URTNEY, i287). fAssim, 6 processao de concentracio por
tratamento  com sulfato  de amdénio, nSn seria  adequado para
precipitacio do LTA, caso estejs esta substincia, também
envaolvida no processe de aderéncia  da amostra 832 de C.

perfringens s cdlulas Hela.

utra  abordagem, por ndés renlizada, em  termos de
inibig8c da aderéncia, Ffoi o tratamento de nossa ampostra com
antissoro preparado em coelho contra & bactéria total {amosira
§32). HNa preparagio do antigeno para inoculmclo nos animais,
egmpregamnos  duss téonicas diferentes? uma, tratando s bactéria
pelo calor e outra, pelo formel. O tratamento pelo calor
consistia em uma  série de lavagens, em salina fFisioldgica, da

[xg

suspensdic bacteriana, aldm de seus agquecimsnto a 10090 por 38
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min, enquanto agquele com Foraoel, fol mais brando, nEeo exigingo
lavagens seriadas das células buocterianans sendo sus ubilizacio
considerads adeguada Puln producio de anticorpos contra

ant fgenos proteicos.

(s resulizdos obtidos, com o teste de inihigHo da
aderéncia pelo uso de antissoros, demonstraram que estes se
Tigavam 83 bactdrias, impedindo sum aderéncocia as células Hels.
0 soro produrido com & bactériz morts pelo calor fol capar de
inibir a adeslo da amostra 532 atéd uma diluigho de 17649, a
partir da gual nioc se observaram diferengas significativas no
indice de aderéncia (Tabela 418). 0 soro produzido com a2
bactéria morts pelo Fformol também  Foi capaz de inibir a
aderéncia da amostra  S32, tendo sido ohservada inibi¢lo até a
dilunigio de 171468, gquando, entfo, o indice de adesBo retornou
aes niveis observados com o controle da remgBo (Tabela 19). Os
antissoros preparados en coglho, contra a amostras 832 de L.
perfringenay. continham anticorpos contra diversas eshrubturas
presentes na cdluls bacteriana. Uma pequena porcentagem destes
anticorpos eram divigidos contra estruturas presentes sobre a
superficie da bactéria como pode ser  comprovedo pela  sun
reacBoe  com o extrato destz amostra bacterianz, obtido pelo
tratamento com acido cloridrico, sm teste de imunpdifusio en
gel de sgar (Prancha III) e pelo fato deste antissoro ber sido
capar  de establizar a estruturs de superficie presente sobhre a
amgstra  S32, nas preparagles pars microscopia eletrdnica, como

demonstrads na Prancha XI1.



Entretantno, s resultados dos  sxperinentos o
inibig¢Ro da aderéncia pelo use dos antissoros homdlogos nio se
deven egxolusivanente =a estes anticaorpes dirigidos contes
gstrutura de superficie mas & uma misturs de anticorpos,
dirigidos também contra o corpo bacteriano, pois, o tratamento
da amostra 532 com antilssoro preparado contra an anostra 84 de
C. perfringens levou, também, a ums inibicHo significativa d=a

aderéncia {Tabelas 29,

Dutro Ffendmeno de  inibi¢lo de  sderéncia  observadoe
foi  apds 0 tratamento da amostra 832 de C. perfringens coam un
soro  normal de coelho (Tabela 20). Aqui, duas hipdteses podem
gser relacionadas com o fenfmeno observado. A primeira ¢ de gue
o animal possa  ter desenvolvido anticorpos anti-Clostridium
perfringens através de um contato natural com esta bactédria,
visto ela ser amplamente distribuida em ambientes naturais,
wem  carater patogénico. Uma outra hipdtese, menos viavel,
encontraria apoio no  envolvimento de dcido lipoisicdico  nm
aderéncia  da amostra 532 de C. perfringens fs células Hela,
pois o soro normal contem molédculas de Fibronectina solidvel
que  podem se ligar an #cido lipoteicdico presente na parede
bacteriana, impedindo assinm  sun ligaclo a3 células (MOKEOUN-

LONGO, 19875,

FPara completar nossos euxperimentos de aderéncia em
cédlulas Hela, procedemos = dois processos de exiragio dcida,

buscando retirar substfincias presentes sobre =® superdicie da



amostra 32 de €. perfringens, usando-as como inibidor  da

aderénciz  dests smostra. O extrato preparadoe com acido acético

naoc foi efetive no processo de inihiclo, cowmo pode  ser
ohservado oS resultados apresentados 13- Tabeln 21 .

Hntrﬁt%ntm, a extragio com acido cloridrico., talver por ser um
BYrOCEEeo UM pPOouNoo mais wvigorosg, Foi capaz de relirar
substBncias presentes sobre a amostra 832 e inibir em cerca de
B0k sum aderéncia em  células Hela, gquando utilizado puro

{Tabela 213,

A fim de verificarmos se os soros produridos contra
a  amostra B32 eram capazes de reconhecer salguma  substincia
extrafda pelo dAcido cloridrico, realizamos um teste de
imunodifusio em gel @ 05 resuliados obtidos demonstraram que
tanto o antissoro preparado com nn amostra 532 morta pelo calor
coma  agueles preparade com 0 amestra inativada  pelo  formol
regonheceram aﬂtruturaa gxbraidas desta amostra palo
tratamento com acido cloridrico, engquanto que nenhuma 1inha de
precipitaciio  fol obtids por reaglo dos antissoros com o
gxtrato obtido com dcido scético {Prancha I11). O controles
deste gxperimento, extratos dcidos da  amostra  JAB-1  de O
perfringens, considerada nio aderente em cdlulas Hela, nio
foram reconhecidos  pelos ant issoros preparades  contra =28
wmostra 532, indicando que, nestes ant issoros, haviam
anticorpos dirigidos contra as estruturas de  superficie da

amostra B2,
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Dois  estudeos winds foram reslizados = respeito da
naturera da estrutura adesiva  da amostra  HIZ de £
perfringenss m de resisténcia térmica & autro de

hidrofabicidade.

Guanto aos {vatamentos térmicos, procedemos de duns
formas diferentest unk  tratando & bactériz total a diferentes
temperaturas € outra tratando-se apegnps o sobrenadante, usadno
COomo inibidor, também a diferentes temperaturas. s resultados
obhtidos indicaram que, tanto num  case comg no oubtro.  um
tratamento  térmico vigorose ¢ capaz de desnaturar a estrubtura
de supgrficie da amostra 832 de . perfringens., Estsa
desnaturacio, comp visto, independe da adesina sstar ligada a
céluln  bacterians ou  soldvel no  sechbrenadante de sua cultura.
Estas observagoes falam a favor de um cardter relativaments
termo~sensivel dp adesina  da amostra 932 de L. perfringens,
suger indoe  gue &  inativagBo da  parte proteica  da provavel
glicoproteina envalvida na aderfncia, altera a capacidade de

adesio da amostra.

Guanto ao teste de hiﬁrm?mhicidad@, o resultados
demonstraran gue  ® adesina  presente em  amostras de ©.
perfringens nio lhes conferia cardter hidrofdbico {(Tabeln 223,
o contrario do que ocorre gquando fimbrias estic presentes em
amostras de E. coli (HONDA Y w1ii, 4983, fgui, entretanto, &
neEcessdric fazer-se uma ressalva gquanto  wo método empreagndo.

Temos lido na Titeratura, que métodos de medida da



hidrofobicidade de supsrficie de c¢édlulas bacterianas sdo
st emanente  Falhos (DILLON et alii, 1984), sendo necessirio o
empregoe  concomitante de varios métodos a3 Fim de obier-ss ums
medida mais preciss. Em nosso caso, por problemas téconicos,
nioc pudemos langar wmiRo de métodos mmis sofisticados  para

podermnos  afiroar, categoricamente; # RED =xiaténein  de  um

cardter hidrofébico nas amostras de L. perfringens sxaminadas.

Assim, baseados nos aspectos teoricos abordados na
introdugio deste trabalho 8  nos resultados obtidos no
ranscorrer  Of NOSS3 PESGUISR, sugerimos  a existéncia de uma
estrutura do tipo glicocdlice presente  sobre a superficie da
amostra 532 de C. perfringens, responsavel pelo rompimento da

dist@ncia repulsiva entre a celula bacteriana & seu substrato

tedlula do epitélio intestinal) mediando, assim, a adesio
destn espécie bacteriana ao trato intestinal, para posterior

desenvolvimento dn doengr  { COSTERTON et alii, i%Bi.bi ARP,

1988 BUBBUHER & WEERKAMP, 1987).

Enfim, para complementar e ilustrar nosso trabalbo;
renlizamos ainda um  teste de adesBo Cin vivnf, tentando
reproduzir no intestino delgado de leitPes recém-nascidos  a
aderéncia ochservada com 2 amostra 532 de C. perfringens em
aélqiaﬁ Heln. Nossos resultados foram bastante satisfatérios,
tendo =zido ocbhservada uma aderéncia nBo sdé da amosirz 532 mas
tanbém da  amosbea YPI-449 te C. perfringens, usnada

inicialmente, no teste como um  controle negative, pois #sta



amonstra  nAEo & aderente Yin wvitro®, guando ubilizamos cdliulas

Hels como smodelo pare adesBo (Pranchas U e VIl

Heste teste, pudemnos fazer algumas observacies
interessantes, no que diz respeito  no local & modo de adesio
dag amostras bacterianzss,. Wilizando-se tanto  culbtura-total
] T suspensio bacteriana g saling estéril, apés
centrifugacio, obt ivemnos aderéncia Sem diferengas
significativas, demonstrando gue possiveis toxinas  libesradas
no meio de cultura, durante o processo de cultivo, n8o
interferiram no processo de aderdnocis por destruiglo do tecido
das wvilosidades. & centrifugegio branda =a gus as culturas
foram submetidas e sua ressuspensdo  em salina estéril também
nide mfetaram a estrutura da baﬁtéria, tendo esta se mantido

integrs para o processo de aderénciaz.

& distribuicfo de recepiores aoc longe do brato
intestinal foi outra  preccupaclo que norteou a execucio deste
teste. & aplicaglo da mesma  suspensio bacteriana, em pontos
diferentes do intestino delgado, demonstrou que » adesHo se dad
de umn mangiras  relativaments uniforme, por todo o intestino,
parecendo nio haver uma concentraglo de receptoregs em pontos
especiticos do intestino. NBREo foi saminado, neste teste, =g
gsta eopdcie bacteriana também promove sun  aderéncin no

intesting grosso.
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Uma ohservagio importante nests teste & SR
utilizagiEo como modelo para estudo de aderdncia com amostras
de €. perfringens., visto gue w amostra VPI-445 de .
perfringens, gue nio era aderente em oélulss Hela, mostrou-se
aderents neste modelo. Este fato pode significar agueg, "in
viva®, sistem condigdes gue favorecem o aparecimento  de
estruturas de superficie gue nBo sHo produsidas em condigbes
e laboratdric, como acontece também com outras  espéciss

bacterianas como ¢ WVibrio cholerae (JONBON ¢ wliil, 1989) & =3

Pasteurellas multocida (SNIPES et anlii, 41988).

pproveitamos & confecedo dos cortes histologicos dos
segmentos  intestinuis dos lgitdes usados no teste da ales
ligada, procedemos 3 uma coloracBo de Gram para visualizaghio
de bactérias em cortes histoldgicos & oz resultados obtidos
também foram satisfatorios. Os cortes BEBIM corados
gdemonsiraram & presenga 2o lusiva de bacilos gram-positivos
circundando BE vilosidades intestinais {Francha BIis:,
ressaltande gque as bactériasgs que estfo sendo demonstradas como
aderentes ap epitélio intestinal s8o aquelas  por néw

inpouladas & nBo bactdrias previamente residentes neste local.

Para reforgar sste fato, tivemos a preocupasio de ubtilizar

wnlegas intestinais inoculadas com meio de BHI & salina
fisioldgicsa gatéreis  como controles, demonstrande nestes
cortes histoldgicps {(Prancha VY uma total ausénecian  de

bactédrias aderidas s vilosidades. Isto foi possivel porque

utilizamos animais recém-nascidos gue nio receberam  nenhum
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tipo de alimentacBo ou sfguan atéd o momento da cirurglis & que
PTRECEram de  ceganriann, de leitons criadeas om condigiss
ggpecialis.

Mossn teste de aderéncia in vivo"' estd &
concordancia  com o estude histoldgico realizado por ARBUDKLE,
iR¥FE, dg  Casnos de  enterite negrdtica em  leities, oujn
observagio foi 3 de aderéncia de amostras de C. perfringens
bipe C em torno das vilosidades intestinais destes anipais. O
relato  de um caso de enterite necrdtica em potros, por SINS et
alii, 4985, também notificande a visualizacio de bacilos gram—
positivos, identificados compe C. perfringens tipo O, em torno
das wilosidades intestinais, vem reforgsr nosss hipdtese de
que  esta espdcie de bactérian  executs um estdgio de sdesio no
intesting delgado, anterior ag processo de ssporulacio

producio de toxinas.

Para concluir nosso frabalho de pesguisa, 86 nos
Faltava visuyalizar, atravis de técnicas de microscopia
eletronica, =& gxisténeciz de alguma estrutura de superficie
sobre @a amostra 838 de C. perfringens. dAussism, utilizamos
inicialmente, a teéanica de  contrastacio negat iva, sSem,
entretanto, conseguirmos visualizar estruturss bem definidas
gm  nossas anostras. & amostra 8532, gque apresentave resultados
positivos de aderéncia em cédlolas Hels, parecia ter uma

gatrutura  ténue em sua superficie, definida como uma "penugen”
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no contraste com  dcido  fosfotidngstico (Figura 4%, Prancha

Viiis.

Eata observacio, somada aos resultados preliminares
de alguns testes, nos levaram »n incluir algumass amgstras sm
resina  Epon, tende-se come objetiveo bdEsico neste método,
utili=zar o corante vermelho deg ruténio, especifico para
gatruturas de naturez polissacaridica, visto quUE possoes
resultados  sugeriam a8 presenga de  umwn sstruturs de tipo

glicocalice, presente sobre a amostra 532 de €. perfringens.

s resultados ohtido foram satisfatdérios, tendo sido
possivel visvalizarmos a estrutura de superficie da  amostra
32 de C. perfringens, apds sua estabilizacio com antissoro,
produszido contra a bactéria total e coloragio com vermelho de
ruténio, confirmando a sristEncia de uma estrutura do  tipo
glicocdlice, presente na %ﬁper?ftia da bactéria & responsavel

pela sun aderéncia aos modelos celulares ubtilizados.

Gs controles utilizados, incluindo uma smostra niEo
aderente., HaB-i, demonstraram gues  esta era completamente
desprovids de sstruturas de supsrficie, conforme demonstrado

pelo método empregado (Flgura 18, Prancha IX0.

Este glicocdlice, visualizado sobre a superficie da
amostra  §32 de C. perfringens., podes sstar em intims associagio

com 0 dcido liroteicdico dan  parede celulzr desta Eapdoie
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¢ desgnvolivinento  de um possivel e mixdelo
celular  paras sstudo de aderéncia de E. perfringens. bhaseado
nos  resultados de nosso testes de adesio nes algas intestinais

de lgities, utilizando enterdcitos purificados destes animais.

e} proajeto, desenvolvimento & averiguagio da
utilidade pritica de vacinms produzidas a partir da adesinas de
superficie do 0. perfringens, com =a finalidade de evitar o
alto grau de wmortalidade obssrvado em grandas de suinos

acomet idos por enterite necrdticas

3 desenvoliver gstudos Com amostras de
perfringens isoladas de casos de enterite necrdtics em bebés
recem-nastcidos, com 3 Finalidade de verificar se, & semelhangn
do gque acontece em animais, estas amostras tembém apresentam
gatruturas de superficie caparzes de promover a3 adesio da
bactdris a0 epitélio intestinal humano, buscande esclarecer
possivels mecanismos dteis na prevenclo = terapfutica desta

enfermidades



Vo CONCLUSSES

Eate trabalho teve comn objetive  investigar =
presenca  de estruturas  de superficie presentes em amostras de
L. perfringens, agente ocausal de intoxicagHo alimentar no
homem & enterocolite necrotizante em animais recém-nascidos.
{om esta finalidade, Foram utilizadas ae  LECnicas de
microhemaglut inagBo, aderénciz em oflulas Hel.a, testes de
inibicio da sderéncia, microscopia eletrdnica de varredura e
adesdo "in vive", usando neste caso leitfes recém-nascidos

coma modelo de satudo.

{is resultados obtidos permitem ns seguintes

fag H
conclusoes s

- 0 exuame de nossas anostras de €. perfringens, em
teste de  MHe, demonstrou =a presenga  de  uma  substincis
hemaglut inante soldvel, instdvel e fFaciimente perdida apds

cultivos sucessivos sm Iaborabério:

#. A realizagio do teste de MHA frente n diferentes
Lipos de hemdcias, demonstrou uma sglubtinagio mals intenss de
hemacias de cobaia e galinha, nle se podendo, entretanto,
classificear as amosbtras examinadas segundo uw padrio Ffixo de

hemagliut inagio:
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3. 3 tratzsmento térmico  das amoatras  de LI
perfringens mboliu parcialmente seus titulos hemaglut inantes.
A temperaturs de ralizacBo do teste de MMa {aed ., @3Fern e
temperatura  ambiente) bew como aquels de cultivo das amostras
(18 w 37°0C), nlo influenciaram significativamente os titulas

hemaglut inantes:

4. G.auitéva das  amostras de L. perfringens en
diferentes meios de cultura, =a variagloc do pH do  tampio
diluente desta reagio & o acrdscimo de hemina a0 meic de
crltivo n8o influsnciaram os titulos =aglutinsntes frente  &s

hemdcias examinadas:

Ve U oexame de vérias amostras de €. perfringens em
teste de aderéncia em células Heln, selecionou uma amostra
altaments wderente, denominade 532, amplamente sstudads no
decorrer deste trabazlhorp

. 0 padrio de aderénoin da amostra 832 de C.
perfringens se modificava na dependfneia do meio de cultivo
gmpregado,  sendo ¢ meio de BHI o gue se mostrou mais indicado
para o cultive da basctéria com esta Finalidade. O acrésecimo de
hemina & o, d‘?dépiridii ap meio de cultive, nBEo melhoraramn o

padrie de aderfncia das amostras gxaminadas:

Fo 0 tratamento enzimdtico com tripsina  levou =@

anpstira  BI2 de . perfringens = perder parcialmente sua
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capac idade de adegréncia &z cédlulas Helwn, sugerindo a pressnoan

de estrutura proteics envolvids na sdesio:

a. {0 tratansnto com metaperiodato de sddio levou s
ambstera 538 de C. perfringens =#n  perder totalments  sua
capacidade de aderBnoisn Bs cdluiazas Heba, sugerindo 3 presencs

e uma estrutura polissacaridica snvolvides na adesio:

& . 0 tratamento térmico da amostra 532 de C.
perfringens bem como de sew sobrenadante em  BHI inativou
parcialmente = adesina de superficie, diminginde sua adesio a
células  Hela, swoerindo gue & desnaturacio da parte proteica
de  umn provavel glicoproteina de superficie, afeta o processo

de adesBor

i9. Testes de inibigio da aderéncia da amostra 532
e L. perfringens pelo uso de seu sobrenadante em meio de BHI
apresenton  resultados positivos, dando 58% de inibigio com o
sobrenadante usado pure ou diluide atéd 1749, confirmandn o
cariter soliivel desta adesina. s} precipitagio deste
sobrenadante com diferentes concentragbes de sulfato de amdnio
nEo separoy efstivamente 2 aﬁeﬁfna da amostra 8532, indicando

gue sua constituicBo predominante ndo & proteica:

4. Testes de inibicHo da aderéncia a cédliulas Hela
ga samostra 532 de ©. perfringens com antissoro produzido em

coelho contra a3 bactéria total morts tanto pelo calor como
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pelo  Fformoal foram positivos, estando envolvidos neste processo
tanto anticorpos dirigidos contra estruturas de  supsrficie
presentes ns anostra  como agueles dirigidos contra o corpo

hacterianog

i2. Soros heterdlogos, produzidos contra a amostra
44 de L. perfringens, também foram capazes de inibir a adesio
da  amostra 532 &s c¢élulas Hela, indicando 2 presenca de
anticorpos dirigidos contra o corpo bacterizng envolvidos no

processo de inibigcSor

13, Esxtrato obtido por tratamento da amostra 8532 com
acido cloridrico foi capaz de inibir 3 aderéncia desta ammﬁtra
de C. perfringens &s cédlulas Hela, & seus antigenos foram
reconhecidos, em teste de isunodifusBo  ewn gel de dgar, por

antissoros homelogos:

14. Testes de hidrofobicidade com véarias amostras de
perfringens, niRo demonstraram cardter hidrofdbico nas

amostras examninadass

5. Testes de aderéncia realizados & mlgas
intestinais de leities recém-nascidos demonstraram a aderéncizn
da  amostra 532 de £, perfringens 4s vilosidaedes intestinais,

suger indo A eMpressio, in wiwva®., de  uma adesina dg

superficie:
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id. O teste de aderénoia "in vive® fol um modelo
gficiente, tendo sido possivel verificar adesEo com amosirng
nao aﬁE?wntﬁﬁ (L. perfringens VPI-445) nos testes feitos ewn
células Hela. @ aderéncia  observada, com o as amoslras
graminadas, ocorrey 8w btodas & extensfo do intestino delgado,
nao  se observande distribuiglo irregular de receplores  ao

longn destes

i7. A& contrastaglo negativa dms  smostras de T
perfringens € Seu exane o microscoepio gietrinico demonstron
presenga de estruturs ténue apenas  schre a  superficie da

amostras S532:

iB. A inclusfBo de algumas amositras de C. perfringens
&m resina Epon, distribuidas em varios grupos-controle.
demonstrou  gue o tratamento da  amostrs 532 com  antissoro
especifico & uso do corante vermelho de rut@nio foram passos
necessdrios epars sstabilizagio viamaiixégﬁa da estrutura de
superficie presente sobre esta amostra, indicsndo ser & meEsn®m

um glicocdlice de naturezxs predominantemente polissacaridica.

1z resultados obtidos, analisados em  conjunto, em
colahoracio vom  dados wistentes na litermntura sobhre os
mecanismos  de aderéncin  das hactdrias em geral, nos permiten
conciuir que anostras de O. perfringens, ewemplificadas peln
$3 . poden  apresentar getrutura de superficie do tipo

glicocalice, capar de mediar  sus  aderfncian so epitdlio
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intestinal e iniciar ai, um processc de colonizaghio de odiulas
vegetativas, que precede, nas  relsncfes parasita-hospedeiro,
outros PIRSE0E como  $spordiacio, erodugBo de  enteroatodina w
gventuaimente #» liberacio direta de védriss citotoxinas, como =

do tipo beta, envolvidsas na enterocolite necrotizante.,

Esperamos, com este trabalho, ter aberto ums série
ge perspectivas, principainents o GLLE tange B
gaclarec inentos, ainda ndo definidos, das  fases inicials da
éﬁfmxicamﬁn alémaﬁtar ne homem & schretudo da enterocolite

necrobt izante nos animais & tambdm em criangas recém-nascidas.,
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vI RESUMO

A intodicag®o alimentsr no  homem, causada pelo
Clostridium perfringens bipo A 8 & enterocolite necrotizante,
dosnga fetal pRES animais recém-nasc idos, produzida
wrovaveimente pelo C. perfringens tipo  sfo patologins
atribuidas =z producio de toxinas. No entanto, nos estudos
sobre estas doengas bd uma lacuns noe gue diz respeito ®
possivels mecanismos de aderéncia de formas vegetativas do C.
perfringens «ue lhe permitiriamn colonizgar a mucosa intestinal
g homen & animpis. #HAusin, 0 presente trabalho busca
esclarecer os mecanismos  de aderdncis & nivel intestinnl de
amosiras de €. perfringens isoladas de diferentes prigens. U
grande mamero  de  amostras  foi gxaminade por mdtodos  de
microhemaglut inggBo com hemdcians de virias espécies animais
fgalinha, cobaia, cavalo, boil, carneiro, coelho & humanad, por
testes de aderéncia em celulas Hela, téenicas de microscopia
gletrinica, aderéncia"in vive® utilizando-se leities recém-

nascidos e tratamentso das anostras bacterianas con substinoizs

capecificas. fin resultados obtidos R Eut:y testes de
microhemaglut inacio demonstraram A sxisténcia e uma
hemagiubinina instdavel , responsavel principaimente peln

aglutinagio de hemdcims de cobhzsia e galinha & altamente

soliivel ne meia de cult iva, sendo responsivel, aR4]
sobrenadante, peln mglubinagio destes mesnos tipos de
hemae ias. Mos testes de aderéncia em océlulams Hela foi

detectada umn  amosira altamente aderente {zmostra 5327,
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aigumas pouco aderentes £ 2 maioria, nlo sderente. Fstudos de
fFatores gue afstavan = sderfncia nestas cdlulias demonstraram
gue o meio de BMI era o gque melhor adaptave as baobdédriag para
o tegeter o tratamento térmico vigoeroso sbolis pareiaimente =
capar idade  de adesBo  da amostrap; o tratamento da amostra com
EnEime proteclitica {fripsina) abolia parcialmente BLLE
capacidade de aderéncian & o tratamento com metaperiodato de
aadio abolia completamente a capacidade de aderéncia  da
amostra B32. Testesz de inibi¢o da aderéncis enm océdlulns Hels
com o scbhbrenadante  da oultura em BHI inibia a adesfo em Ceroa
de 58X guando usado purg ou dilufdo até 174¢:; inibigln com
antissore preparado em coelho contra & bactéria tobal  dew
resultados positivos atéd diluigHo de 4/649. Exames da amostra
LaR an microscépio eletrdnico de transmissio através de
téonica de contraste com dcido fosfobdngstico (PTAY ou  por
inclusic em resinag EPON spds colorasio com vermelho de ruténio
demonsirou 8 presenga  de estruburas externas na superficie da
bactéria, do tipo glicocdlice. Esta estrutura apresenta
natureza polissacaridics mas parece estar ligada a estruturas
proteicas ou acido lipotesicdico da pareds bacterisnz. A
pregsencs desta adesina  sobre a superficie de amostras de L.
perfringens, wmedia sus  ligas8o a <élulas intestinais, como
demonsirado por teste de ader@ncia "in vivo® em leitdes recén-
nascidos, apdés fixdaclo do materinl & processamento histoldgico
com coloracio pela hematoxilina-sosina ¢ coloragio de  Gram
para tecidos. Assim, 2ste trabalho demonstrz aue 2 ingestio de

celulas vegetativas de . perfringens s& segue ul estdigio de
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Fimagio das  bactérias as wilosidades inteastinais PEF R
subssguents  ssporulacio & producio de towinas, causando  as

dosngas prdprias de cada tieo de C. perfringens.
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in witro and in wivo adherence of Llosiridium

perfringens tupes A& and € isclated from different sSouUrces.

In intestinal toxin infections caussd by L.
perfringens  in man  and animals sn gsssntial preliminary step,
which mediates the adhesion of bacterial cells to the gut
gpithelium, b nob web known. In this study, it was found that
mopst  strains from mandg Food  a&nd aninal had haemagglut inat ing
properties which was lost with subcwlituring and bad no
correlation with adhesion studied in Hels cells and by  the
Pleal loop assay in newborn piglets.

tne  strain (5380 iﬁmlatwd' Ffrom pig enterotoxemnia
adneread gquite well to Hela oells {adhesion index = J@
bact/celll.  Thermal treatment of the bacteria abolished this
adhesion partially as well as {rypisin. Sodium mebtaperiodate
destrovyed completely the adhesive properties of 832, The
sxamination at electron microscops using ruthenium  red  and
ant iserum against 832 bugs demonstrated the  presence of
gxternal  structures on the bacterial surfsces which resembied
glicocalix. Mo Ffimpbrial structures could be SEEN by
phosphotungstic =mcoid staining. The ileal loop assay showed a
very strong adherence in vivo as detected by histological
hechnigues and asppropriate staining of the preparations by HE

and by Uram’s method.
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These data altogether suggest that the polussacanryds
componegnt of the gliugocalix, which may contain small amounts
af protein, could be an adbesin for O. perfrinogens types A& and

N in their respective intestinal diseanses they causse in man

ang aninais.
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