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1. INTRODUCAO

A Enterite Necrotica Aviaria ENA) é uma enterotoxemia aguda, que se
apresenta em forma clinica ou sub-clinica, caracterizadas por produzir mortes ou
reducdo na produtividade, respectivamente. Afeta principalmente animais jovens,
entre duas e cinco semanas de idade, aparecendo subitamente, geralmente
associada a imunossupressao (SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI, 2000). Embora os
casos de ENA nédo sejam reportados as autoridades sanitarias, € conhecido seu
impacto negativo na producdo avicola. Estimou-se que nos Estados Unidos o
custo dessa doenca foi de mais de U$ 0.05 por animal (VAN DER SLUIS, 2000),
podendo provocar prejuizos de até 33% na producdo, principalmente devido ao
aumento da conversdo alimentar, reducdo do peso vivo e aumento na
condenacéo de carcacas devido a colangio-hepatite (LOVLAND & KALDHUSDAL,
2001).

Considera-se que a ENA é causada por Clostridium perfringens A e C
(LOVLAND & KALDHUSDAL, 2001), porém estudos sugerem que o sorotipo A é o
principal agente da doenca (ENGSTROM et al, 2003; HEIKINHEIMO &
KORKEALA, 2005; GHOLAMIANDEKHORDI et al, 2006). C. perfringens produz
como antigeno maior a toxina a, uma fosfolipase com acdo hemolitica, que foi
relacionada com as lesdes caracteristicas da ENA (TITBALL et al.,, 1999;
WILLIAMS, 2005), sendo considerada o principal fator de patogenicidade da
bactéria (DAHIYA et al., 2006; KEYBURN et al., 2006; THOMPSON et al., 2006).

O controle da ENA foi baseado, nas ultimas décadas, na administracao de
antibiéticos na racdo como promotores de crescimento (BRENNAN et al., 2001;
KNARREBORG et al., 2002; BRENNAN et al., 2003). Entretanto, a interdicao
dessa pratica, decretada pela Unido Européia (COUNCIL OF THE EUROPEAN
UNION, 2003), lancou o desafio de criar novas estratégias para controlar a
doenca. Entre elas, vacinas contendo toxina a nativa ou recombinante de C.
perfringens foram testadas com resultados varidveis. Mesmo que tenha sido
relatado que animais que sobreviveram a doenca desenvolveram imunidade
(PRESCOTT, 2000), até 2007 ndo havia vacinas comerciais disponiveis
(KULKARNI et al., 2007), porém atualmente esta sendo comercializado um
toxoide de C. perfringens A (Schering-Plough Animal Health Co.). Contudo, a
producdo industrial de toxdides a partir de C. perfringens é um processo
laborioso. A clonagem do gene da toxina a (cpa) em Escherichia coli (LESLIE et
al., 1989) possibilitou a utilizacdo dessa tecnologia para o desenvolvimento de
vacinas contra ENA. Este trabalho objetivou construir e avaliar vacinas de toxina a
recombinante (rAT) para controlar Enterite Necrética Aviaria.
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2. MATERIAL E METODOS

DNA cromossomal de uma cepa de C. perfringens A isolada de um surto
de campo foi extraido conforme SAMBROOK & RUSSEL (2001). O gene foi
amplificado por PCR, purificado e clonado no vetor pAE (Qiagen). O amplicon foi
analisado em sequenciador de DNA automéatico (MegaBACE 500, GE HealthCare,
USA) e comparado com 100 referencias do GenBank (National Center for
Biotechnology Information, USA). Cultura de E. coli TOP 10F (Invitrogen
Corporation, CA, USA) competente foi transformada por eletroporacdo com o
vetor recombinante. Os clones recombinantes foram selecionados em agar Luria
Bertani (LB) contendo 150 ng mL! de ampicilina. As coldnias recombinantes
foram selecionadas e seus plasmideos extraidos e purificados conforme
SAMBROOK & RUSSEL (2001). E. coli BL21 DE3 pLysS foi transformada com o
plasmideo recombinante purificado. Clones recombinantes foram cultivados em
meio LB com ampicilina até a fase log (DOgp0=0,6-0,8) e a cultura induzida com
isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 1mM durante 3 h a 37°C e 150
rpm. A expressao foi confirmada por SDS-PAGE 12% e por Western blot com
anticorpo monoclonal (MAb) anti-histidina conjugado a peroxidase (Sigma). Apos,
a proteina obtida foi purificada através de cromatografia de afinidade no sistema
AKTAPrime™ Plus (Amersham Bioscience, Alemanha) e submetida a dialise por
24h em PBS pH 7,4.

Camundongos Balb-c machos com seis semanas de idade foram divididos
aleatoriamente em grupos de cinco animais cada. Racao e agua foram oferecidos
ad libitum. Cada vacina foi administrada a um grupo (tabela 1) via intramuscular
(IM) as 8 e 11 semanas de vida. Os animais foram desafiados aos 49 dias pos-
vacinacao (pv) com 10 DLsp de toxina comercial (C. perfringens phospholipase C
type I, Product N° P7633, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA) (sT) via intravenosa
(IV). Coletaram-se amostras de sangue aos 0, 21, 35 e 49 dias pv, e seus niveis
de anticorpos avaliados por ELISA usando sT como antigeno. Os resultados
foram expressos em soroconversao dividindo a respectiva absorbancia pela
absorbancia media de todos os animais no 0 dia pv.

Tabela 1: Vacinas administradas a cada grupo de camundongos.
Dose de antigeno

Grupos Antigeno Adjuvante

(LQ)

Controle
1 sT Al(OH)3 25

2 sT Al(OH)3 50

3 rAT Al(CH) 3 25

4 rAT Al(CH) 3 50

Para estimar a dose minima protetora, vacinas contendo 25, 12.5, 6.25 e 3
ug de rAT foram injetadas via IM em duas doses com 21 dias de intervalo, em
grupos de cinco animais cada. Aos 49 dias pv os animais foram desafiados com
10 DLsg de sT via IV.

Frangas Ross P8 de um dia de idade foram divididas aleatoriamente em
grupos de cinco animais cada. Ragédo e agua foram oferecidos ad libitum. Cada
vacina foi administrada a um grupo (tabela 2) via IM aos 7 dias de idade e, para
aqueles que receberam duas doses, aos 14 dias de idade. Os animais foram
alojados no mesmo ambiente. Coletaram-se amostras de sangue aos 0, 7, 21 e



35 dias pv, e seus niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA usando sT
como antigeno. Os resultados foram expressos em soroconversdo dividindo a
respectiva absorbancia pela absorbancia media de todos os animais no dia O pv.
Cada animal foi pesado aos 0 e 35 dias pv, e seu ganho de peso estimado.

Tabela 2: Vacinas administradas aos frangos.
Dose de antigeno

Grupo N° de doses
(19)
Controle
1 25 1
2 50 1
3 25 2
4 50 2

A significancia das diferencas dos resultados foi estimada por ANOVA
utilizando o programa Statistix software 8 version (Analytical Software,
Tallahassee, FL, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo industrial de toxina a de C. perfringens € um processo
laborioso. Nao obstante a tecnologia de producédo de vacinas recombinantes abriu
uma nova perspectiva para superar as dificuldades de obtencdo de antigenos de
cultivos de Clostridium. KULKARNI et al. (2007) demonstraram que a aplicacédo de
duas doses de toxoéide a de C. perfringens seguidas de um reforco de toxina ativa,
protegeu frangos contra desafio. Nesse estudo utilizou-se um toxdide produzido a
partir de toxina comercial, ja que nao foi possivel obter toxina recombinante por
ter sido téxica para E. coli transformada. COOPER et al. (2008) desenvolveram
uma vacina com toxina a recombinante que reduziu o escore médio de lesbes de
2.37 para o grupo controle a 1.35 para animais vacinados, ainda que apenas
45.1% dos animais vacinados ndo apresentaram ksdes apds o desafio com C.
perfringens. A falta de um protocolo oficial de reproducdo experimental de ENA
levou a que trabalhos que utilizaram desafio com C. perfringens apresentaram
resultados variaveis. Devido a isso, 0 USDA utiliza um protocolo para a validacao
de vacinas, que exige que 80% dos animais vacinados devem sobreviver a um
desafio de 10DLsp de toxina que mate ao menos 80% dos controles (USDA,
2002). Esse protocolo foi utilizado em nosso experimento com camundongos,
superando nossas vacinas as exigéncias desse teste.

Em nosso experimento a toxina a recombinante de C. perfringens foi
produzida e purificada com éxito em E. coli. O sequenciamento da rAT
demonstrou pelo menos 99% de identidade com genes cpa de C. perfringens de
100 referencias do GenBank (National Center for Biotechnology Information,
USA). A rAT tem massa molecular de 43.7 kDa, possui propriedades
dermonecréticas e de fosfolipase, e uma DLsp de 21.4 ng por via |V,
correspondendo a 610 ng kg™ de peso vivo, enquanto a DLspda sT foi de 10.4 ny,
equivalente a 298 ng kg* de peso vivo, demonstrando que a toxina recombinante
possui caracteristicas similares a sT, porém com menor toxicidade.

Vinte e quatro horas apos a primeira dose de vacina, 75% dos
camundongos do grupo 2 morreram, devido a que foram inoculados com uma



dose vacinal de sT correspondente a 5 DLsp. J& as vacinas dos grupos 1, 3 e 4
foram in6cuas e protegeram 100% dos animais (Tabela 3). Aos 49 dias pv as
maiores soroconversdes dos camundongos foram de 3.2 (grupo 1), 3.0 (grupo 4)
e 2.9 (grupo 3) (Tabela 3). A dose minima de rAT que protegeu 80% dos
camundongos foi de 12.5 ng (83.3%).

Tabela 3: Soroconversao e indices de protecdo dos camundongos aos 49 pv.

Grupos Soroconversao Protecao (%)
1- sT+AI(OH)3 25 ug 3.28 100
3- rAT+AI(OH)3 25 pg 2.92 100
4- rAT+AI(OH); 50 pg 3.02 100
Controle 0.8° 0

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (a=0.05).

No experimento com frangos, 0 grupo controle apresentou soroconversao
meédia de 5.6 aos 35 dias pv. Esta observacdo adicionada de uma reducéo
significativa (p<0.05) no ganho de peso, levaram a concluir que houve um surto
sub-clinico de ENA. Por outro lado, os animais vacinados que foram mantidos
juntos aos controles, apresentaram soroconversdes que variaram de 1.7 a 2.6, no
mesmo periodo (Tabela 4), sugerindo que a vacina protegeu 0s animais da
doenca. A vacina também demonstrou ser indcua e incrementou 0 ganho de peso
em 9.3, 8.7 e 7.6% nos animais vacinados, quando comparados ao controle
(Tabela 4). No esquema de vacinacédo observou-se que a administracdo de duas
doses associadas a maior dose de antigeno (grupo 4) afetou negativamente o
ganho de peso gerando uma diminuigdo de 4.7%, provavelmente devido a acao
da toxina recombinante, que néo foi detoxificada para a producéo das vacinas.

Tabela 4: Soroconversdes e ganho de peso dos frangos.

Grupo Dose de Doses de Soroconversao Ganehscz)de
P antigeno (ng) vacina P

kg %*
Controle Nenhum Nenhum 5.62 1.72°

1 25 1 2.6° 1.882 +9.3

2 50 1 2.6° 1.872 +8.7

3 25 2 2.1° 1.85% +7.6

4 50 2 1.7° 1.64° -4.7

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa @=0.05).
*Porcentagem comparado ao grupo controle.

4. CONCLUSAO

Concluiu-se que a toxina a recombinante de C. perfringens apresenta

potencial para utilizagdo como antigeno na producdo de uma vacina contra a
Enterite Necrotica Aviaria.
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